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RESUMEN

|
|
|
|
!

Las bacterias participan en el ciclado de los principales nutrientes y
elemenfos en la Tierra. Adn asi, en la mayoria de los estudios ecoldgicos las
consideiran como una caja negra, argumentando que son una constante en el
funcion?miento del ecosisterna y por lo tanto los cambios en la estructura de la
comunic;iad' no tendrfan efecto en los procesos ecosistémicos. Dentro de los
principa;les factores abidticos que se han descrito que afectan a la comunidad
bacteria\[na cuentan la disponibilidad de agua, el pH y el contenido de nitrégeno. Por
otra pa;rte, se ha propuesto que los suelos aridos y semiaridos responderian
tempraniamente a perturbaciones abidticas. Sin embargo no se concce mucho de la
diversidiad microbiana presente en estos suelos, lo cual los hace un sitio de estudio
prioritarilo, en especial en Chile donde estas regiones cubren cerca del 22% del
territorid nacional y pudieran poseer filotipos Unicos. En este contexto, se evalud el
efecto de Ia disponibilidad de agua y dei nitrégeno reactivo en condicicnes 4cidas
sobre la} diversidad y funcidén de la comunidad bacteriana de suelos semiaridos.
Para esto se construyeron microcosmos con suelo semidrido tratados con pulsos de
agua ca:da 14 dias (efecto de la disponibilidad de agua), solucién acida a pH 4.0
(efecto del 4cido), solucion neutra de nitrégeno reactivo (Nr) (efecto de Nr), solucién
acida dc%e Nr a pH 4.0 (efecic de Nr en condiciones acidas), ademas de los
respecti\;/os controles sin tratamiento. Los microcosmoes se incubaron por 84 dias a
21°C, toiméndose muestras para extraccidon de DNA cada 28 dlas para evaluar la
diversida;d genéfica mediante el polimorfismo en el largo del fragmento de
restriccic'im terminal (TRFLP) y cada 42 dias para evaluar la diversidad metabdlica
rr;edianteie perfiles fisiclégicos a nivel de comunidad (CLPP). Adicionalmente, se
evalud sza composicion de la comunidad bacteriana del suelo en estudio mediante
clonaciéri1 y secuenciacion. Esta composicidn muestra una comunidad diversa,

f
i
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mayoritariamente representada por proteobacterias y acidobacterias, no obstante

| . .
cabe sefialar que la mayoria de las secuencias obienidas se agrupan

principalmente con secuencias de organismos no cultivados. Por otra parte, el

i

andlisis| de los perfiles de TRFLP, mediante dendrogramas de similitud, muestra

que la édicién de agua y Nr separa los microcosmos tratados de los coniroles. Esto
tambiénl se observa para el andlisis de correspondencia candnica en el cual se
observaj una divergencia de las muestras tratadas con pulsos de agua y con Nr
respectci) de sus controles que se explica por estos parametros ambientales
aplicadq:s a los microcosmos. Al analizar la estructura geneética de la comunidad,
utilizando los parametros ecoldgicos rango de riqueza (Rr), dinamica (Di) y
organizécién funcional (OF), no se evidencian efectos de la disponibilidad de agua
ni efecto del Nr en los microcosmos, 1o cual difiere para los microcosmos tratados
con soltf;ciones acidas, en los cuales se observan una disminucion en el Rr con

f
respecto del control. El andlisis de los perfiles metabdlicos revela que el tratamiento

i
acido también afecta a la comunidad, en este nivel reduciendo la dinamica. En

conctusi;én, las perturbaciones aplicadas a la comunidad del suelo tienen efecto en
la divers‘ridad genética y funcional de la comunidad bacteriana. No obstanie, cabe

i " . :
destacar que el efecto de una perturbacién no siempre afecta directamente los
I
|
I . . . .
componentes de la diversidad, por lo cual los datos deben ser analizados mediante
;
distintos;enfoques.

l

t
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ABSTRACT

Bacteria take part in the cycling of the main nutrients and elements in the Earth. Even
then, in theg most of ecological studies they are considered a black box, arguing that
they are a i}constant in the ecosystem operation and for these reason changes in the
communityéstructure have not effects in ecosystem process, Within the main abiotic
factors tha;t have been described affecting the bacterial community are water
availability,;pH and nitrogen content. On the other hand, has been proposed that arid
and semiarde soils could respond early to abictic perturbations. Nevertheless, not much
is known olf the microbial diversity present in these soils which make these soils a
priority stud‘[y site, in special in Chile where these regions cover about 22% of the
national teriritory and could have unique philotypes. In this context, we evaluated the
eﬁe& of waEer availability and reactive nitrogen in acidic conditions on the diversity and
function of the bacterial community of semiarid soils. For this, semiarid soil microcosms
were built tlreated with water pulses every 14 days (effect of water availability), acid
solution at pH 4.0 (effect of acid), neutral solution of reactive nitrogen (Nr) (effect of Nr),
acid so[utior11 of Nr at pH 4.0 (effect of Nr in acid conditions), in addition of the respective
controls wittimut treatment. The microcosms were incubated for 84 days at 21°C, taking
samples for[ DNA extraction every 28 days to assess the genetic diversity through
terminal resgriction fragment length polymorphism (TRFLP) and every 42 days to asses
the metabolic diversity by community level physiclogical profiling (CLPP). Additionally,
we evaluate{d the bacterial community composition of the study soil by cloning and

sequencing.t This composition shows a diverse community, predominantly represented

for membersr of proteobacteria and acidobacteria, however it should be noted that most

]
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of the se?uences obtained principally grouped with sequences of uncultivated
organisms.[ On the other hand, the analysis of the TRFLP profiles, through

|
dendrograﬂhs of similarity, show that the water and Nr addition separate the treated

microcosm:s from the untreated ones. This is also noted for the canonical
correspondﬁence analysis, that reflecting a divergence of the samples treated with water
pulses andi; Nr in respect of control groups due to these environmental parameters
added to ﬂ?e microcosms. By analyzing the genetic structure of the community, using
the ecologié:al parameters range-weighted richness (Rr), dynamics (Dy) and functional
organizatioz? (FO), not evident effects of availability water neither of Nr were observed,
which differ!’s for the microcosm treated with acidic solutions, where there is a diminution

|
of the Rr. The analysis of metabolic profiles reveals that the acid treatment also affects

the community, at this level reducing the dynamic. In conclusion, the applied

perturbations to soil community have an effect in the genetic and functional diversity of
L

the bacterial community. However, noteworthy that the effect of a disturbance is not

always aﬁe%:t directly the components of the diversity, for this reason the data should be
|

analyzed thn;ough different approaches.
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1. INTRODUCCION

!_os ciclos biogeoquimicos que controlan el reciclaje de los nutrientes y los
elemen%os esenciales en la Tierra, estdn mediados principalmente por
microorganismos. Las bacterias y arqueas contienen la mayoria del nitrégeno y el

I
fésforo ;total y sobre la mitad del carbono fijado en los organismos vivos, y ademas
la magquinaria metabdlica de los microorganismos realiza numerosos y variados
procesos ecosistémicos (Allison y Martiny, 2008). Estos procesos microbianos
representan, a grandes rasgos, la mitad de la fotosintesis y casi toda la
|

descomposicién de la materia orgénica, nitrificacion, desnitrificacion, produccién de

metano; entre otros (Schlesinger, 1997). Sin embargo, la microbiota involucrada en

estos préocesos se considera frecuentemente como una caja negra, desconociendo

el pape! de la estructura y composicién de las comunidades microbianas en los

I
ecosistemas, atin cuando las variaciones de la estructura y fisiclogia de la

. | . .
microbiota se supone que podrian tener un gran impacto sobre los ciclos

biogeoquimicos globales (Schimel, 2004).

|

!
]
Considerar a los microorganismos como una caja negra implica suponer que

{ 4 . .
ellos son una constante en el funcionamiento de! ecosistema y por lo tanto los

|
cambios en la composicién de [a comunidad no tendrian efecto en los procesos

!
ecosistéimicos. Esta suposicion seria valida sélo si la comunidad es resistente,
resiliente y/o redundante ante cualquiera perturbacion. La comunidad es resistente
cuando |uego de una perturbacion ni su estructura ni su funcidn se ven afectadas;
es resi[iénte cuando es capaz de recuperarse rapidamente y vuelve a su condicion
original;| y es finalmente redundante funcionalmente cuando al producirse un

cambio {en su composicién, el nuevo ensamble microbiano posee funciones




|

equivalientes a la comunidad original (Allison y Martiny, 2008).
!

\

Datos disponibles en Iz aclualidad sugieren que las comunidades

b

microbi:anas pueden ser consistentemente alteradas por diversas perturbaciones y

que estg‘Js cambios pueden tener efecto en los ciclos biogeoquimicos y en la funcion

del ecosistema (Horz y col., 2004). Para evaluar el impacto de una perturbacién en
|

el ecoéistema es esencial caracterizar las comunidades microbianas que en él

habitan\i ya que cambios en [a diversidad de éstas pueden afectar las diferentes

funcion?s que realizan en el ecosistema (Calbrix y col., 2005). En este sentido, es

|
necesario aclarar el concepto de diversidad, un concepto fundamental, complejo y

\
general’que abarca todo el espectro de organizacion bioldgica, desde genes hasta

comunidades y sus componentes estructurales, funcionales y composicionales, asi
como las escalas de tiempo y espacio (Nuifiez y col., 2003). Espinosa y Cordero
i

|
(1995) definen la diversidad como composicidn en nimero y proporcién de formas

i
vivas en la naturaleza; involucra cualquier tipo de variabilidad en el mundo vivo:

riqueza ' de especies, abundancia, funciones ecolégicas, variabilidad genética y

distribuéién geografica diferencial de las especies, entre otros.

i
$e ha descrito que los suelos son uno de los componentes mas importantes
L . . .
en los ecosistemas terrestres, los cuales son fisicoquimicamente complejos, con
!

micro yimacroagregados embebidos en una matriz liquida, sdélida y gaseosa que

L . .
cambia continuamente en respuesta a perturbaciones tanto de origen natural, como

antropico. En esta matriz la diversidad microbiana es concebida coma el atributo
!

funcional del ecosistema, la cual se ve directamente influenciada por los cambios
i
P . .

en su matriz fisicoquimica (Coleman y col., 2005). Tomando a la matriz de suelo
!

!
como una entidad en continuo cambio, los principales factores abidticos que se
f

describe;n que afectan a las comunidades del suelo son el pH, la disponibilidad de




P —

agua y:el contenido de nitrégeno.

{EI pH es considerado a nivel global el mejor descriptor de la diversidad de
los ensambles microbianos, siendo los suelos con pH neutro los mas diversos y

disminLiiyendo la diversidad con un aumento de la acidez (Fierer y Jackson, 2008).

F

\
Varios reportes Indican que la disponibilidad de agua afecta la biomasa

-

!
(Bottner, 1985; Kieft y col, 1987; Van Gestel y col., 1993), la composicion

microbi%:ma (Drees y col., 2006) y la abundancia de la microbiota (Singh y Kashyap,
2006). Ij’\dernés, hay numerosas evidencias que muestran que el contenido hidrico
afecta Ijas funciones microbianas tales como la fijacién de nitrégeno (Housman y
col,, 20;06), la mineralizacién de carbono y nitrégeno (Seneviratne y Wild, 1985;
Degens;y Sparling, 19885; Singh y Kashyap, 2006), la nitrificacion (Singh y Kashyap,
2006) y%la desnitrificacién (Groffman y Tiedje, 1988; Peterjohn y Schlesinger, 1991),
entre otros, lo cual afecta el reciclaje de los nutrientes (Schimel y Parton, 1986,
Gebauegr y Ehleringer, 2000). Por otfra parts, Zhou y col. (2002) sugieren que un
bajo cor%tenido hidrico puede explicar la mayor diversidad microbiana observada en
suelos %;on bajo contenido de carbono. Segln estos autores la falta de agua
limitaria% la comunicacién entre micro-habitats dentro de la matriz del suelo,
resultangdo en una mayor heterogeneidad espacial que disminuye ¢ anula el efecto
de la cohpetencia. Ademas, en estos suelos con un bajo contenido de carbono, las

poblaciones microbianas podrian evitar la competencia al permanecer aisladas y en
1‘

bajo ngmero, usando recusrsos que sSon escasos pero, probablemente,
f

heterogéneos. Estas condiciones permitirian el mantenimiento de comunidades
|

mas divérsas y equitativas.

!
|

|
I
3
!
t
)
|
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El nitr6geno disponible también se considera un factor limitante para el
desarroillo de las comunidades microbianas en diferentes suelos (Hooper y
Johnsoh, 1999; Ehleringer, 2001). El creciente interés por los problemas
{
ambien?a]es ha puesto especial atencién sobre la precipitacidn de nitrégeno
reactivq (Nr) atmosférico ya que la intervencidn antropogénica ha generado un
aumentb de la produccién de formas combinadas de Nr las cuales son dispersadas
por procesos de fransporte hidrolégico y atmosférico, acumulandose en los
i
ecosistemas debido al desbalance entre la generacién de Nr (fijacién biologica,

fuentes%antropogénicas) y su remoclén via desnitrificacion. Como Nr se consideran

todas I%as formas reducidas y oxidadas de nitrégeno inorganico, ademas de
compue!stos arganicos nitrogenados. El ingreso de Nr también contribuye a la
generaczién de problemas ambientales como acidificacion, fertilizacion vy
eutroﬁzé:_lcién de diferentes ecosistemas (Vitousek y col., 1997; Galloway y col.,
2003). é_a precipitacion del Nr también puede resultar en una saturacién de
nitrégenjo. una condiciéon donde la disponibilidad del nutriente inorgénico excede la
demandiz—x de las plantas y microorganismos (Aber y col, 1991). Esta saturacion
produce! cambios en el estado quimico del suelo y la funcion de la comunidad,
resultanido en desequilibrios en el reciclaje de nutrientes vy la productividad del
ecosiste}na (Adams, 2003). La precipitaciébn cronica de Nr ha reducido
significagivamente la riqueza de especies vegetales, un importante compaonente de
la biodhffersidad, considerandose como una de las causas de la extincidn de
especies; (Sala y col., 2000; Stevens y col., 2004). Ademas, existen antecedentes
que indifl:an que hay efectos directos e indirectos mediados por un aumento de
precipita?cién acida de nitrégeno sobre el tamario, composicién, y actividad de

1
microorganismos en suelos forestales y agricolas (Bewley y Stotzky, 1983; Prescott
3

y Parkin?on, 1985; Pennanen y col., 1998).

o o P
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Por otra parte, se ha postulado que los suelos de regiones aridas vy
I

semiaridas se encuentran entre los sistemas que mas tempranamente
t

responderian a los efectos de las perturbaciones debido a que los procesos
f

ecosistémicos en ellos estan estrechamente acoplados a las precipitaciones (OIES

1991). i..os ecosisternas &ridos son altamente vulnerables a las perturbaciones

!
aniropogénicas coma consecuencia del cambio en el uso del suslo (Charney vy col.,

L

1975), la pérdida de nutrientes (Evans y Belnap, 1999), la disminucién de la
f

vegetacion, el aumento de la erosion, la invasion de especies exdticas y la pérdida

i
de especies nativas (Brown y col, 1997). Se ha descrito que la naturaleza
]

episédicia de la disponibilidad de agua en estos ecosistemas tiene consecuencias
]

i

signiﬁca!tivas en el reciclaje de carbono y nitrégeno, produciéndose una rapida

respuesta de la comunidad microbiana al aumento de humedad, lo que finalmente
4
se tradu:ce en cambios en los balances de inmovilizacién y mineralizacion (Austin,

i

2004). En Chile, las regiones aridas y semiaridas cubren una superficie aproximada
I

de 16,5 I-mil!ones de hectareas, ias cuales representan el 22% del territorio nacional.

|
Entre eétas regiones, el matorral esclerdfilo de Chile central es un ejemplo de suelo

!
semiérid;o. el cual abarca desde los 32°S hasta los 36°S (Gajardo, 1994).

Ein general, hay escasa o nula informacion sobre el efecto dei ingreso de Nr
y la disp:onibilidad de agua sobre la diversidad genética y funcional de la microbiota

(
de ecos:istemas semiaridos, porque generalmente se considera que el ciclo del
nitrégen%} en estos suelos estd limitado, debido principalmente a la reducida
actividadi microbiana, como consecuencia del bajo contenido hidrico (Otter y
Scho!es,g 2005). Varios auiores sugieren que a escala regional, la baja
disponibglidad de nitrdgeno sumado a la falta de agua puede contribuir a limitar la
producti\ffidad primaria neta en ecosistemas aridos y semiaridos (Fisher y col., 1988;

Gutierrez y col., 1992, Burke y col., 1997; Belnap, 2001; Austin y Sala, 2002). En

i
'
'
{




|
los suelos semidridos, como el matorral escleréfilo cercano a Santiago, la

|
incorpqracién de nitrégeno ocurre en parte por fijacion biolégica de nitrégenc de
\

bacteriés diazétrofas de vida libre y simbidticas (Carti y col., 2003; Chavez y Carg,
‘
2008), ipero por su cercania a un centro urbano con upa alta contaminacién
atmosfc%rica (CENMA, 2002; Koutrakis y col., 2005), estos suelos también estarfan
expuestjos a una precipitacion crénica de Nr &cido que puede afectar su calidad ya
sea po‘fr saturacién de nitrdgeno o por acidificacidn. En este escenario se ha
descritol que la acumulacién de nutrientes en el suelo como consecuencia de la
mineralizacién, causada por pulsos de agua, puede subsecuentemente afectar la

}

|
dinémic@ funcional y alterar la diversidad de la comunidad bacteriana (Bell, 2008).
|

|

I%or otro lado, el estudio de comunidades bacterianas ha estado limitado por
la diﬁcdltad de cultivar estos organismos (Kowalchuk y Stephen, 2001). En la
actuaﬁd%d existen diversas estrategias independientes de cultivo para estudiar a las
bacteriag en sus ambientes naturales, especialmente aquellas que aln no se
cultivan l(Bothe y col., 2000). Las aproximaciones para el estudio de la composicion
y divem?dad bacteriana se basan principalmente en técnicas moleculares. Coleman
y col. (2i005) sugieren que el desarrollo de estas herramientas y la implementacion
de técni%:as de secuenciacién de DNA han facilitado enormemente la identificacion
de nuevios taxas. Por ejemplo, los autores sefialan que de 53 phylums descritos en

\ . . .
base a sus secuencias, sélo 27 han sido cultivados.

t
[}

i
i
Una de las técnicas independientes de cultivo usadas para comparar
comunidédes microbianas son los perfiles de TRFLP (polimorfismo en el largo del
| . :
fragmen?o de restriccién terminal) (Liu y col,, 1997; Marsh y col., 2000). Este

| : : -
método :se basa en la resolucidn de amplicones de similar tamafio, pero gue
1

difieren én secuencia y por lo tanto generan fragmentos de diferente largo luego del
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fratamiento con enzimas de restriccion. El perfil de TRFLP de una comunidad

|
microbiana es una representacion semi-cuantitativa de la distribucion de secuencias

(riquez%—.i) y fluorescencia relativa (abundancia) presente en la muestra (Yeager y
col., 2&65). Este andlisis ha demostrado ser una técnica independiente de cultivo
reproddcible, de alta resolucién y rendimiento para monitorear efectos ambientales
y antro;?ogénicos en la estructura de la comunidad (Moeseneder y col., 1999; Tiedje
y col., 1i999; Dunbar y col., 2000; Osborn y col., 2000; Braker y col., 2001; Buckley y
Schmid;. 2001; Casamayor y col., 2002; Pesaro y col., 2004; Graff y Conrad, 2005;
Hartmahn y col., 2005, 2006; Widmer y col., 2006),

\

|
De acuerdo a estos antecedentes, se pretende evaluar si un aumento en la
disponibilidad de agua y la precipitacion de nitrégeno reactivo en condiciones
acidas, modifica la diversidad y funcién de la comunidad bacteriana del suelo. Para
esto, se plantea la siguiente Hipdtesis: “Dado que entre los principales factores
que afectan la comunidad bacteriana de suelos semiaridos estéa la disponibilidad de

agua, eII pH y el nitrdgeno, entonces la precipitacién acida de nifrégeno reactivo,
|

produciﬁé alteraciones en la diversidad y funcién de la comunidad bacteriana de

|
estos suelos”.

!
1
F
! .
Para abordar este problema se realizaron ensayos de microcosmos con
suelos semiaridos derivados del matorral esclerdfilo de Chile central (Regidn
|
r
MetropoTlitana). L.a microbiota de estos suelos puede ser especialmente sensible a
|
los facthes ensayados debido a su menor abundancia y actividad, comparada con

1
suelos forestales y agricolas. Ademas, las comunidades microbianas de suelos

semiérid:os podrian ser menos complejas y los grupos funcionales menos

redundaptes.




El Objetivo General de esta tesis fue determinar el efecto de la

disponilbilidad de agua y el nitrdgeno reactivo acido, sobre la diversidad y fupcién de

la comunidad bacteriana de suelos semidridos, mediante ensayos de microcosmos.
|
|
|
|
Como ?bjetivos Especificos se plantearon los siguientes:
I
|
i

1. lden!tiﬁcar los filotipos predominantes en la comunidad bacteriana del suelo

medianie clonacién y secuenciacion del gen del rRNA 165.

I
I

|

2. Determinar el efecto de la disponibilidad de agua y el nitrégenc reactivo acido
sobre f%l diversidad genética de la comunidad bacteriana del suelo, mediante

patrone!s de T-RFLP.

3. Determinar el efecto de los tratamientos estudiados sobre la funcién de la
comunidad bacteriana del suelo, mediante perfiles fisioldgicos a nivel de Ia

comunidad.




|

o ——————

! 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio y montaje de los microcosmos

[
\
Los microcosmos se prepararon a partir de una muestra compuesta de
suelo sémiérido, del matorral esclerdfilo proveniente de la localidad “El Romeral”
k
(33°48’§, 70°14'W), Cajon del Maipo, Region Metropolitana, Chile. El sector

|
presenta un clima Mediterrdaneo seco con precipitaciones invernales con un
{

|
promedio anual de 350 mm.

|
|
|
Del sitio indicado se tomaron 10 muestras del horizonte superficial del suelo
1

a 15 cm de profundidad en una superficie de aproximadamente 10 x 10 m. Las

I
muestras se homogeneizaron, se cernieron y mezclaron, para obtener una muestra
1

1
compue?ta con el objetivo de reducir la heterogeneidad espacial a pequefia escala

segun Io} descrito por Webster y col. (2002) y Girvan y col. (2003).
r
Lfos microcosmos se construyeron a partir de la muestra compuesta de
!

suelo en; recipientes plasticos en una relacion 1:3 {v:v) suelo:aire y se incubaron a

21°C durante 84 dias. Todos los microcosmos se montaron por friplicado y los

tratamierptos consistieron en lo siguiente:

!
i
|
[
A.- Efectp de la disponibilidad de agua (tratamiento 2x1)
]
))iR-s/t: Control A (sin adicién de agua)
i
i

i)

R-tH,O(14). Tratamiento con agua (adicion de agua desionizada en

p%ﬂsos cada 14 dias).
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B.- Efeicto del nifrégeno reactivo dcido (tratamiento de 2x2)

iy R-tH,O: Control B (adicion de agua desionizada al inicio de la incubacion)

iv) R-tAc: Tratamiento acido (adicion de una solucién acida (pH 4.0} al inicio
de la incubacion)

\if) R-tNr: Tratamiento con Nr (adicién de solucién de nitrato de amonio (100
Lg g™ al inicio de la incubacién)

\:/i) R-tNrAc: Tratamiento con Nr acido (adicién de una solucién acida (pH

!
4.0) de nitrato de amonio (100 ug g™ al inicio de la incubacién)

|
|

Cabe sefalar que los tratamientos fueron aplicados para evaluar el efecto

de factores que afectan la biodiversidad en suelos, y que en ningin caso buscan

;
replicar las condicicnes del lugar de muestreo.
]

l%n la tabla 1 se muestra la nomenclatura aplicada a cada microcosmos.
Todos Ic:>s tratamientos se aplicaron hasta alcanzar el 60% de la capacidad de
retencié:n de agua del suelo, este porcentaje de riego asegura un efecto de la
perturba{cién aplicada sobre la microbiota del suelo sin perder la oxigenacion. Se
tomaron[. las siguientes submuestras de los microcosmos:
| Cada 7 dias para la determinacidon de parametros edéaficos.

Cada 28 dias para la purificacion de DNA y determinacién de la

diversidad genética.

= T JEemrey P

Alos 0, 42 y 84 dias para la determinacioén de los perfiles fisioldgicos a

nivel de comupidad (CLPP).

o ey g, e et mppepimepreimir gt g spiper bt ettt e ) <
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Tabla 1. Nomenclatura de los microcosmos segln el tratamiento aplicado

:

| Tratamiento Nomenclatura
ControI}A: sin adicién de agua R-sit
Tratamiiento 1: Tratamiento con agua cada 14 dias R-tH,0(14)
Control B adicion de agua al inicio de la incubacién R-tH0
Tratami%nto 2: Tratamiento 4cido a! inicio de la incubacién R-tAc
Tratamiénto 3: Tratamiento con Nr al inicio de la incubacion R-tNr
Tratamicjento 4: Tratamiento con Nr acido al inicio de la incubacién R-tNrAc

t

2.2, Técn?cas moleculares
|
2.2.1. Extraccion de DNA

:

r
3

EI!DNA total de las muestras se obtuvo a partir de 0,25 g de suelo

empleand}cl el kit de extraccion "UltraClean Soil DNA" (MoBijo Laboratories®) segun

las instruéciones del fabricante. EI DNA obtenido se visualizé en geles de agarosa
i

al 0,8% 31;1 solucion tampén TAE 1X tefidos con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) y se

almacené’a -20°C,

2.2.2. Amé)liﬁcacfén del gen del rRNA 16S
E
Palra la determinacion de la estructura genética de la comunidad bacteriana
se ampliﬂ;cé el gen que codifica para la subunidad 16S del RNA ribosomal,
mediante g!a reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), usando los partidores
universale;s fD1 y rP2 (Tabla 2). La mezcla de reaccion se prepar6 en un volumen
final de Zé ul que contenia GoTaq® Green Master Mix (GoTaq® DNA Polimerasa
i

en amortiguador de reaccion 1X Green GoTaq“ (pH 8,5), 200 pM de cada dNTP vy
3

1,5 mM (MgCl;) (Promega“’) y los paridores antes mencionados a una

|
|
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concentracién de 200 nM cada uno. El programa de amplificacion fue el siguiente:

|
una etap? inicial de 3 min a 94°C seguida por 30 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a

|
57°C y 2 min a 72°C. Finalmente se realizé una extension de 20 min a 72°C.

i
i
|
t
#
LE;I amplificacion de DNA se verificd por electroforesis en geles de agarosa

al 1,2% efn solucién tampén TAE 1X tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug mt™),
!
visua[izadios bajo luz UV.

Tabla 2. Partidores utilizados en las reacciones de PCR.

Gen . Partidores Secuencia {5™-3") Tamafio (bp) Referencia

fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg y col,,

rDNA 168 1504
tP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1981

2.2.3. Clonacién y secuenciacion

I
Lo:s amplicones derivados del gen del rRNA 163 fueron clonados mediante
i
el InsTAclone™ PCR Cloning Kit" (Fermentas®) siguiendo las recomendaciones del

l
fabricante. Los clones fueron secuenciados en un secuenciador AB! 1.6.0

1

[
| . . . . .
(Macrogen inc., Sedl, Corea del Sur). La identidad de ias secuencias se evalud

utilizado e{l programa BLASTN (Altschul y col., 1997).

!
|
La:s secuencias de referencia utilizadas en las filogenias se obtuvieron de la
base de diatos del GenBank y se alinearon en ClustalX v 1.81 (Thompson y col.,
1997). El iarbol filogenético se realizd con el programa MEGA 4 (Tamura y col,,
2007) usando la distancia genética de Jukes & Cantor (1969) y el algoritmo de

agrupamiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987).
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Para evaluar la representatividad de la libreria de clones y la cobertura

sobre Iaidiversidad del suelo en estudio, se realizé una cuerva de rarefaccion
|
usando I?s programas Clusterer (Klepac-Ceraj y col., 2006) y Analytical Rarefaction

(Holland,% 2003). Para calcular el nimero de clones y de grupos necesarios para
obtener u;na genoteca representativa de la comunidad de suelo, se ajusto la curva a
una distri:bucién bimodal usando el programa GraphPad Prism version 4 (GraphPad
Softwareillnc.). Finaimente se calcul6 el % de cobertura (Cx) de la librerfa usando la
férmula: é.‘.x= {1 = (Nx/N))*1 00; donde Nx es el nimero de secuencias Unicas y N el
total de secuencias analizadas.

i
.

2.2.4. Peifiles de TRFLP
l

l
Pfflra- la obtencién de los perfiles de TRFLP, la reaccién de PCR se realizd
con los }'Jartidores universales descritos en la Tabla 2, usando el partidor fD1
marcadofen el extremo 5 con el fluordforo FAM (§-carboxifluoresceina). Las

condiciones de amplificacion y de verificacién usadas son las mismas que las

mencionaidas en el punto 2.2.2,
1

'

b

Lc%s productos de PCR fueron digeridos con las enzimas Haelll y Mspl
(Ferment%:ls“’). Para generar los perfiles de TRFLP, los fragmentos terminales
producido;s por la digestion enzimatica fueron resueltos en un secuenciador
autométicio (Applied Biosystern [nstruments ABI) (Liu y col., 1997; Blackwood y col.,
2003) us;';\ndo un servicio de tipificacion (DNA Genotyping Service, lowa State
Universityé of Science and Technology, lowa, EEUU). La longitud de los TRFs

1
marcados se determiné por comparaciéon con un estandar interno empleando el

Programaj GeneScan (ABI).

i
!
|
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El andlisis de filotipos se realizd a partir de los datos arrojados por el
secuenci?dor del largo del fragmento en pares de bases (riqueza) y las unidades de
flucrescencia registradas para cada fragmento (abundancia). Estos datos se
tradujeroﬁ a una matriz binaria de presencia ausencia. La similitud entre las
muestrasé fue estimada mediante el indice de similitud de Jaccard y el algoritmo de
agrupamiiento UPGMA (Unweighted pairs group method with arithmetic average)
{Li, 1981j. El dendrograma fue obtenido usando el programa MVSP version 3.12h
(GeoMerr?, Blairgowrie, UK). Utilizando el mismo programa, se realizé un anélisis de
correspor%dencia candnica (CCA), para relacionar los perfiles de TRFLP,
considera;ndo la abundancia relativa de cada TRF, con los parametros edaficos
obtenidosj a partir del suelo correspondiente a cada tratamiento. Las variables
edaficas futi!izadas fueron contenido hidrico (CH), materia organica (MO), pH,
potencialfde 6xido-reduccién (ORP), contenido de nitrato (NOs7} y contenido de
amonio (%\IH,{') (Anexo 1). Los agrupamientos se corroboraron estadisticamente
usando u:n andlisis de similitud (ANOSIM) para los dendrogramas y el test de
Montecario para los CCA. El andlisis de similitud entrega un R, el cual tiene valores
cercanos 'a 0 cuando las diferencias entre grupos son menores que las intragrupos,
Y méximfp de 1 cuando estas diferencias son mayores entre los grupos. EI R se
calculo uisando el programa ANOSIM (Clarke, 1993). El Test de Montecarlo se
utiliza paria explicar variabilidad en un conjunto de datos dado por otro conjunto de
datos, lo ci:ual es entendido como ordenaciones limitadas por variables explicativas.
El signiﬁq[a\do estadistico (p < 0,05) de la refacién entre [a diversidad genética y
cada paré:metro edafico del CCA se obtuvo a través de la prueba de MonteCarlo
con 1000tpermutaciones de la matriz, bajo el modelo completo con el programa

CANOCO§4 (Ter Braak y Smilauer, 1988). De la misma manera se determin¢ el
i

valor esta;distico individual del eje canénico 1 (CCA1} y de la totalidad de los ejes

;
canonicos.

f

I
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i
i
i
i
!
|
|
|
|
Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la comunidad bacteriana del
|
suelo, s &determinaron los siguientes parametros ecoldgicos: el rango de riqueza
!
(Rr), la dfnémica (Di) y la organizacioén funcional (OF) de la comunidad en base a
|
los fragmentos terminales de restriccion (TRFs) obtenidos en cada muestra
|

(Marzoraii y col., 2008). El Rr refleja la capacidad de carga de un ambiente, cuan

|
1
|

(N) y a Ia cobertura que tienen estos TRFs en relacion al rango maximo detectable

de acuerdo al marcador de tamafio molecular utilizado (1000 pb) (R), segun ia

habitable. es. Este pardmetro se calculb en base a la cantidad de TRFs obtenidos

formula: F’lr =NxR.
j
La; Dj fue evaluada en relacién al nimero de TRFs que se mantienen entre
dos tiem?os consecutivos durante la incubacién de los microcosmos, de esta
manera sie puede establecer el porcentaje de cambio del perfil como: % cambio =
100 - % sfimi!itud. Dado que la tasa de cambio se evalud entre los intervalos 0-28,
28-56 y 36—84, se hizo un promedio de estos tres valores para obtener la tasa de
cambio total que representa la dindmica neta de la comunidad.
i
I
Lai OF describe el nivel de especializaciéon que alcanza una comunidad, asi
una comt‘%midad microbiana con baja OF (curva 25%, Figura 1} seria aquella que
posee una gran diversidad de filotipos conviviendo en un mismo ambiente sin

presiones de seleccién, una comunidad con OF media (curva 45%, Figura 1) se

presenta ;cuando disminuye el nimero de filotipos presente, y finalmente una

comunidald con alta OF (_curva 80%, Figural) corresponde a aquella que tiene unos
i
pocos filotipos dominantes. Para calcular este indice, los TRFs se ordenaron, en

término cie su abundancia, de mayor a menor y se evalué qué porcentaje de la

e s e b——
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i

comunidsfid total correspondia al 20% de filotipos, de acuerdo a la curva de
|

abundancia de Pareto-Lorenz (PL) {(Marzorati y col., 2008).

T VEUVA -

——— e i o

Cumulative proportion of OTU abundances

04 06 08 4
Cumulative proportion of OTUs

S U

1]
Figura 1. iCurva de Pareto-l.orenz derivada de tres patrones hipotéticos de perfiles

genetlcos Describe las 3 situaciones posibles de organizacion funcional de una
comunldad alta (curva 80%), media (curva 45%) y baja {curva de 25%). Tomada de

Marzorati ly col. (2008).
!
t

Para visualizar los resuitados obtenidos para Rr, Di y OF se establecieron
!
rangos de jerarquia para cada resultado en bajo, medio, y alto. Esta jerarquizacién
!
permitié graficar tridimensionalmente los datos segin lo propuesto por Marzorati y
col. (2008).
|
!
Fir}almente, para contrastar los resultados obtenidos por clonacién con los
patrones ;de TRFLP, se hizo una digestion in silico de las secuencias de los clones

_obteniciasli utilizando el programa informatico Bicedit Sequence Alingment Editor

versién 7:0.5.2 (Hall, 1999). Los principales TRFs obtenidos in sifico fueron

i

1
1

I
I
:
!
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|

comparados con los obtenidos por TRFLP para identificar los posibles biotipos

presentes en los microcosmos.
i
t

2.3. Perfil fisiolégico a nivel de la comunidad (CLPP)

!
|
Pz;ara evaluar la diversidad metabdlica potencial de la comunidad microbiana

se determinaron perfiles metabdlicos por el método BIOLOG usando EcoPlate™
que permite detectar la utilizacién de 31 fuentes de carbono (Garland y Mills, 1991).
Para estq se suspendi6 1 g de suelo en 3 ml de de PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM

KCl, 8 mM Na,HPO,; 2 mM KHPQO,), se agité toda la noche, luego se filtro la

%
suspension y se inocularon en cada pocillo 100 yl de la suspension filtrada y las
|

placas seé incubaron a 21°C. El desarrollo de color en los pocilles individuales fue
registradc') durante 7 dias cada 24 horas utilizando un lector de placas automéatico a

590 nm. Fa absorbancia en el blanco con agua fue sustraida de la lectura de cada

.

pocillo experimental.
i
I

i

Para comparar la utilizacién de sustratos de cada microcosmos se analizd el
!

porcentajt;e de fuentes de carbono utilizadas, separando los 31 sustratos en:
aminaslar:nidas, aminodcidos, carbohidratos, &acidos carboxilicos, sustancias

miscelénr-,f\as y polimeros {Preston-Mafham y col., 2002).

i

¥

Finalmente para comparar la diversidad metabdlica con la diversidad
genética, los datos de utilizacién de fuentes de carbono se utilizaron para calcular el

rango dezriqueza (Rr), la dinamica (Di} y la organizacién funcional (OF) de cada

comunidad como se describe en el punio 2.2.4. En este caso el Rr se calculd en

base a Iaé fuentes utlizadas (N) y al % de cobertura de las 31 fuentes posibles (R),
{

la Di se evalud en torno a las fuentes utilizadas entre tiempos consecutivos y la OF
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se determind como la absorbancia acumulada asociada a las fuentes de carbono

usadas ré,-specto del total de fuentes disponibles.

——t—— —
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3. RESULTADOS
3.1. Detei‘minacién de la composicidn de la comunidad bacteriana del suelo

f
!

I
Péra determinar los grupos bacterianos predominantes en la comunidad
|

bacteriané del suelo utilizado en los ensayos de microcosmos, se realizé una
aproximati:ién molecular independiente de cultivo. EI DNA se purificd directamente
de la mu:estra de suelo y la diversidad de filotipos se determiné mediante la
ampliﬁcaéién y clonacién del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S.
i
El :DNA purificado a partir del suelo de los microcosmos fue visualizado por
electrofon!asis en geles de agarosa (Figura 2). La preparacion obtenida contiene

DNA de ?lto peso molecular que indica que es adecuado para la amplificacion

t
mediante PCR.

Lo!s productos de la amplificacion por PCR se visualizaron por electroforesis
!
en geles c::le agarosa al 1,2%. La Figura 3 muestra que la banda de amplificacion
correspon;de a fragmentos de aproximadamente 1500 pb, por comparacién con el
marcador he peso molecular.

|

JEp———
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i
i
!

Figura 2. Electroforesis del DNA extraido del suelo de los microcosmos. EI DNA se
resolvié por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Pocillos 1, 2 y 3, microcosmos
R-tH20(14) 10; pocillos 4, 5 y 8, control A, R-slt t0. El primer carril contiene el
marcador‘de tamario molecular A-Hindlll (Promega®).

|

|
Figura 3.! Electroforesis de los amplicones del gen del rRNA 16S. El DNA se
resolvi6 por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%. Pocillos 1 y 2, diluciones 1/20
y 1/70 de R-tH20 128, respectivamente; pocillo 3, R-tNrAc t56 directa; pocillos 4 y 5,
R-tNrAc 128, diluciones 1/20 y 1/70, respectivamente; pocillos 6 y 7, R-iNrAc 128,
dlluctonesH/ZO y 1/70, respectlvamente El primer carril contiene el marcador de

tamario mo!ecular 100 bp (Promega®).

|
|
|
|
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Los amplicones obtenidos de la reaccidn de PCR del gen del rRNA 16S se
clonaron mediante el InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas®) para deteminar

los ﬁ[otipés méas abundantes en la muestra del suelo semidrido utilizada para la
1

construcc;ién de los microcosmos. La identidad de las secuencias obtenidas fue
|
analizada‘f con la herramienta BLASTn (Altschul y col., 1997) disponible en la web

(http:l!blaist.ncbi.nlm.nih.goleIast.cgi). De un total de 125 clones, mas del 90% de

|
las secuqncias obtenidas se alinearon con clones aislados de otras muestras
i

ambientalﬁes, principalmente de sueloy rizosfera.
]

}

1

Las secuencias de organismos cultivados descargadas de la base de datos,

i

mas las obtenidas para los clones, se alinearon en ClustalX v1.81 (Thompson y
i

col., 199%), y se realizé un arbol filogenético utilizando la distancia genética de
i

Jukes & ;Cantor (1969) y el aigoritmo de agrupamiento Neighbor-Joining (Saitou y

Nei, 1987;) en el programa MEGA4 (Tamura 'y col,, 2007). En la Figura 4 se puede

rd

! : . ,
observar: el agrupamiento de las secuencias de los clones con las secuencias

obtenidas de la base de datos. Se observa una gran dispersion y diversidad de las

secuenciés obtenidas en los diferentes grupos microbianos. Estas se distribuyen en
T

7 linajes: proteobacterias, acidobacterias, actinobacterias, firmicutes, bacteroidetes,
f

r y

en el gjrupo de las proteobacterias que abarca al 25,6% de las secuencias

s
obtenidas Yy acidobacterias que representa un 14 A% del total. Los grupos meno
r

] tal

de 4,8°/; y 3,2%, respect'wamente.
|
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Para estimar la cobertura de la librerla de clones sobre la diversidad de
organismos en el suelo, se tonstruyd una curva de rarefaccion (Figura 5). Se
observa que en base al niimero de clones y su d;stribucién en los grupos, se esta
lejos de alcanzar la cantidad de clones necesarios para describir la diversidad de
organismos de este suelo, ya que no se observa un achatamiento pronunciado en
la curva. Utilizando el programa GraphPad Prism versién 4 (GraphPad Software
Inc., San Diego, USA) se estimd el nimero de clones y grupos necesarios para
cubrir la diversidad de este suelo, ajustando la curva a una distribucién bimodal. Se
obtuvo que se necesitan 1377 clones para cubrir [a diversidad del suelo en estudio.
Ademas se calculd la cobertura del muestreo de [a libreria, teniendo 112

secuencias Unicas y 125 clones, se obtuvo que la librerfa cubre cerca de un 10,4%

de la diversidad.

140 y——-- s ——

120 fomm e

80 —

80 \-

Himero de grupos

40 ae?

a 20 a0 an 10¢ 120 149

Nimero de clones

Figura 5. Curva de rarefaccion para los clones obtenidos a partir de suelo

semiarido.
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3.2. Efecto de los tratamientos sobre la diversidad genética de la comunidad

hacteriana del suelo en los ensayos de microcosmos

Los efectos de los fratamientos sobre la diversidad genética bacteriana se
determinaron mediante perfiles de TRFLP. La amplificacién del gen para el RNA
ribosomal 165, se realizé con el partidor forward (fD1) marcado en su extremo 5°
con el fluordforo FAM, v la digestién de los amplicones se realizé con las enzimas
de corte frecuente Haelll y Mspl. Los fragmentos terminales (TRFs) obtenidos se
graficaron en funcién de su tamano y de su fluorescencia relativa, de esta manera
el perfil de TRFLP entrega informacién sobre la riqueza y abundancia de los
filotipos presentes en la comunidad. El efecto de los tratamientos sobre la

diversidad genética se determind mediante algoritmos de similitud y analisis de

correspondencia canénica.

Para evaluar el efecto de las periurbaciones en la estructura de la
comunidad bacteriana del suelo, se disefiaron dos experimentos de microcosmos: i)

efecto de la disponibilidad de agua y if) efecto de la adicién de Nr &cido

3.2.1 Efecto de la disponibilidad de agua

El efecto de [a disponibilidad de agua se evalué en base al tratamiento de!
suelo con pulsos de agua cada 14 dias versus un control que se mantuvo durante
los 84 dfas de incubacidon sin riego. Los perfiles de TRFLP para ambos
microcosmos, R-tH>O(14) y R-s/t, se muestran en la figura 6. Los gréficos dan
cuenta de la rigueza de la comunidad, en base a los TRFs presentes y a la

abundancia relativa de cada uno de estos filotipos (% UF). Una observacién directa
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sugiere que en ambos microcosmos los principales TRFs se mantienen durante la
incubacién de los microcosmos variando sélo la abundancia de algunos de éstos.
Un analisis de similitud de los perfiles de TRFLP, en base a una matriz
binaria de presencia/ausencia (riqueza de TRFs) mediante un algoritmo de UPGMA
y el indice de similitud de Jaccard (Figura 7), demuestra que las muestras tratadas
se agrupan independiente de las muestras controles. Estas Ultimas, a excepcion de
la del tiempo 56, son mas similares entre si que las obtenidas del microcosmos
tratado. De acuerdo a este andlisis la perturbacion aplicada afectaria la riqueza de

filotipos de la comunidad estudiada.

Para corroborar la significancia del agrupamiento obtenido (Figura 7) se
realizéd un analisis de similitud utilizando el programa ANOSIM (Clarke, 1993). La
tabla 3 muestra los resultados obtenidos para los R con sus respectivos p. Se
observa un R alto, sobre 0,5 y un p significativo estadisticamente, lo cual corrobora
que las diferencias entre el grupo tratado respecto del control son mayores que las
diferencias intragrupos, al no considerar la muestra sin tratamiento del tiempo 56.
Cuando esta muestra es considerada, el R disminuye debido a la gran diferencia

existente entre esta muesira y el resto de las sin tratamiento.

Un andlisis muitivariado que incluye los componentes de la diversidad
(iqueza y abundancia) y los parametros edaficos medidos durante el ensayo de
microcosmos {(Anexo 1), muestra que los microcosmos tratados se separan de los
controles, a lo largo del eje candnico 2 (Figura 8), lo cual afirma un efecto del
tratamiento sobre Ja microbiota. El factor edéfico que explicaria esta separacion es

el contenido hidrico (Tabla 4). Una vez mas se observa que la muestra R-s/t t56 se

'separa del grupo de las sin tratamiento a lo largo del efe canénico 1 esta diferencia

puede explicarse por el pH (Tabla 3), el cual para este punto disminuye levemente.
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Figura 6. Perfiles de TRFLP de los microcosmos montados para determinar el
efecto de la disponibilidad de agua, a los tiempos 0, 28, 56 y 84 de incubacién. R-

tH20(14): A, C, E, G; R-sft: B, D, E, H.
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UPGMA
R-s/t t56

R-s/t 184

R-sit t28

R-s/t t0

R-tH20 (14) 184

R-tH20 (14) t56

R-tH20 (14) 128

R-tH20 (14) 10

0.04 02 036 052 0g8 084 1

Jaccard's Coefficient

Figura 7. Dendrograma obtenido a partir de los datos de TRFLP para los
microcosmos montados para determinar el efecto de la disponibilidad de agua.

Tabla 3. Analisis de similitud entre los microcosmos montados para determinar el
efecto de la disponibilidad de agua.

R-s/t R-s/t sin t56
R=0,432 R=0,713
p=0,022 p= 0,025

R-tH,0(14)
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Vector scaling 317

Figura 8. Analisis de correspondencia canénica obtenido a partir de los datos de
TRFLP para los microcosmos montados para determinar el efecto de la
disponibilidad de agua. Circulos grises: microcosmos R-H,0(14); tridngulos verdes:
microcosmos control A, R-s/t. Parametros edaficos: pH; potencial de o6xido
reduccion (ORP); contenido hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de
amonio (NH,"); contenido de nitrato (NO3). Entre los ejes 1 y 2 se acumula el
69,22% de la varianza. El 6valo rojo agrupa a las muestras tratadas con agua.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion intragrupo de los parametros edaficos y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP en los microcosmos montados
para determinar el efecto de la disponibilidad de agua.

Parametros Coeficiente
Edaficos® canénico p e
CCA1 CCA2
pH* -0.217 0,169 0,001 4,47
ORP -0,293 -0466 0,534 0,89
CH* -0,433 0768 0,008 1,78
MO -0,469 -0401 0,167 1,72
NH4+ -0,119 -0,339 0,384 1,16
NO3- -0,265 0,877 0273 1,38
e
Suma ejes 0,097 2,771

® pH; potencial de ¢xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgénica (MO); contenido
de amonio (NH4"); contenido de nitrato (NO3).

“ En rojo se muestran los parametros que mas influyen sobre la dispersion de los datos con
significancia estadistica.
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Finalmente, la diversidad genética de la comunidad bacteriana se evalud en
términos de los parametros ecologicos rango de riqueza de los TRFs, dinamica y

organizacion funcional.

Para el rango de riqueza se pueden observar valores medios y bajos tanto
en el microcosmos tratado con agua como en su control sin tratamiento (Tabla 5).
A pesar de la alta desviacién de los datos, pareciera existir un pequefio efecto del
tratamiento sobre las muestras de disponibilidad de agua, sin embargo tanto el
microcosmos tratado como el control se mantienen, practicamente durante toda la

incubacién, con rangos de riqueza bajos.

Respecto a la dindmica, representada como la tasa de cambio entre los
tiempos de incubacién para cada microcosmos, se observa que el microcosmos
tratado y el contro! presentan tasas de cambio altas entre los tiempos, lo que da
cuenta de una comunidad dinamica que responde a las condiciones de incubacion

(Tabla 6), independientemente de la aplicacion de agua.

Finalmente, la organizacion funcional (Figura 9) de la comunidad revela que
el 20% de los filotipos acumulan el 60% de la fluorescencia relativa, lo cual indica
que esta comunidad tiene una alta organizacion funcional. Esta tendencia se puede
observar en el microcosmos tratado con agua cada 14 dfas y en el control sin
tratamiento, indicando que la organizacion funcionat de esta comunidad bacteriana

es resistente a la perturbacion aplicada.

Si se categorizan los resultados obtenidos para el rango de riqueza, la
dindmica y la organizacién funcional en una escala de alto-medio-bajo segun los

resultados obtenidos, se puede observar en un gréafico 3D el comportamiento de la




comunidad ante estas variables ecolégicas (Figura 10). Este grafico muestra en
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resumen que tanto el microcosmos tratado con agua como el control presentan el

mismo comportamiento en relacién a los parametros ecoldgicos, lo que indicaria

que la perturbacion simulada por los pulsos de agua cada 14 dias no afectaria la

diversidad de la comunidad. Sin embargo, dado que las comunidades estudiadas

presentan un bajo rango de riqueza, pequerios cambios en el nitmero de filotipos

afectarian el indice de similitud de las muestras, lo que explicarfa la segregacion de

ellas en el dendrograma (Figura 7).

Tabla 5. Rango de riqueza (Rr) geneética de los microcosmos montados para
determinar el efecto de la disponibilidad de agua basadc en la abundancia de los

TRFs,

Rr

R-tH,0(14) t0
R-tH,O(14)t28
R-tH,0(14)t56
R-tH,O(14)t84
R-sit t0

R-s/t t28

R-s/t t56

R-s/t t84

7,13+ 1,88
9,10+ 2,88
10,58 £ 3,92
6,91 1,57
8,80%242
9,82 + 2,58
8,32 £ 3,30
9,03 + 3,97

Rango medio {10<Rr<30) ¥ rango bajo {Rr<10}.

Tabla 6. Dinamica (Di) de cambio genético para los microcosmos montados para
determinar el efecto de la disponibilidad de agua.

Di (%)

R-H;0(14)
R-sit

48,46 £ 8,56
52,22 + 4,58
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UF acum. =

1,0

TRFs acum.

Figura 9. Organizacion funcional, a nivel genético, de los microcosmos montados
para determinar el efecto de la disponibilidad de agua. (A) R-tH,O(14); (B) R-s/t.
Negro, t0; verde, t28; morado, t56; naranjo, t84. Se grafica el promedio de las tres

réplicas.

y / o /’/
il "

OF

Figura 10. Grafico 3D de los parametros ecolégicos dinamica (Di), rango de riqueza
(Rr) y organizaciéon funcional (OF), a nivel genético, de los microcosmos montados
para determinar el efecto de la disponibilidad de agua. R-tH,O(14) (gris:); R-s/t
(verde). Categorias ejes: A, alto; M, medio; B, bajo.
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3.2.2. Efecto del nitrégeno reactivo acido.

Para evaluar el efecto del Nr &cido, se separaron estos dos factores
edaficos en un experimento de microcosmos de 2x2. Se construyeron cuatro
microcosmos independientes con los siguientes tratamientos al inicio del
experimento: un control fratado Gnicamente con agua desionizada (Control B, R-
tH,0), un microcosmos fratado con una solucién acuosa acidificada a pH 4 para ver
el efecto del acido (R-tAc), un microcosmos fratado con una solucidn de Nr
(NH4NO;) para evaluar el efecto de este nutriente (R-INr) y finalmente un tltimo

microcosmos que combina los dos anteriores usando una solucion acida de Nr (R-

tNrAc).

Tal como en el caso anterior, se graficaron los TRFLP en término de ia
riqueza de fragmentos (pb) y la abundancia relativa de éstos (% UF) (Figura 11). Se
puede observar, que durante el tiempo de incubacién, los TRFs principales varfan
solo en abundancia, sin embargo parece no haber grandes diferencias entre el

microcosmos control (R-tH.0) y los distintos tratamientos.

Los perfiles de TRFLP muestran que la riqueza de TRFs es similar entre los
distintos tratamientos aplicados, en cambio se observan claras variaciones en la
abundancia relativa de los TRFs. Para comparar los perfiles se realizé un analisis
de similitud en base a una matriz binaria de presencia‘ausencia mediante ef
algoritmo de UPGMA y el indice de similitud de Jaccard, usando el programa MVSP
version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK). El dendrograma (Figura 12) muestra que
el tratamiento con acido, no produce diferencias significativas respecto del control

regado con agua, quedando ambos microcosmos agrupados. En cuanto al efecio
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con Nr, la comunidad bacteriana parece responder tempranamente al tratamiento
formandose un grupo separado desde el tiempo 0 de incubacién, medido a las 3
horas de aplicar el tratamiento. Por oiro lado, tal como en el caso del efecto del
acido, las muestras tratadas con Nr acido (R-tNrAc) no muestran diferencias con las
tratadas sélo con Nr, lo cual podria explicarse por la capacidad tampon del suelo,
por lo cual la perturbacién aplicada (pH 4,0) no fue suficiente para reducir
significativamente el pH del microcosmos. Estos agrupamientos estan sustentados
estadisticamente por un analisis de similitud (Tabla 7). Cabe mencionar que este
andlisis de similitud se realiza en base a [a presencia o ausencia de TRFs, por lo

tanto esta sustentado solo por la riqueza que presentan cada unc de los ensayos.

Los datos obtenidos se sometieron ademas a un analisis de
correspondencia canénica (Figura 13). Este andlisis permite relacionar los perfiles
de TRFLP con las variables edaficas (Anexo 1), por lo tanto enirega mayor
informacion scbre el efecto de los tratamientos en la comunidad bacteriana. El
comportamiento de las muestras es similar al obtenido en el dendrograma (Figura
12). Las diferencias entre las muestras tratadas con Nr (R-t{Nr y R-tNrAc) en
comparacion al control (R-tH;0) y al microcosmos tratado con &cido (R-tAc) estan
dadas principalmente a lo largo del eje candnico 1, los coeficientes de correlacién

indican que este eje estd mayormente influenciado por el pardmetro contenido de

nitrato (Tabla 8}.
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UPGMA
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Figura 12. Dendrograma obtenido a partir de los datos de TRFLP para los
microcosmos montados para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. El
recuadro rojo indica el agrupamiento de las muestras tratadas con Nr.

Tabla 7. Andlisis de similitud entre los microcosmos montados para determinar el
efecto de Nr acido.

R-tH20 R-tAc R-tNr

R=0083
RWAC 0,276
rayy R=0692 R=062

p=0,034 p=0,03
R-tNrAc R=095 R=0,776 R=0,425
p=0,042 p=0,026 p=0,054
En gris se sefialan los grupos cuyo R representa diferencias, las que son estadisticamente
sustentadas por p.
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Figura 13. Analisis de correspondencia canénica entre los perfiles de TRFLP y los
factores edéficos durante el tiempo de incubacién de microcosmos montados para
determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. Circulos grises: microcosmos
control R-tH,O, triangulos verdes: microcosmos R-tAc; cuadrados azules:
microcosmos R-tNr; rombos rojos: microcosmos R-tNrAc. Parametros edéficos: pH;
potencial de 6xido reduccion (ORP); contenido hidrico (CH); materia organica (MO);
contenido de amonio (NH,"); contenido de nitrato (NO3). Entre el eje 1 y 2 se
acumula el 36,59% de la varianza. El 6valo rojo agrupa la mayoria de las muestras
de R-tAc y R-tH,0.

Tabla 8. Coeficientes de correlacion intragrupo de los parametros edaficos y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP en los microcosmos montados
para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido

Parametros Coeficiente

Edaficos’ canénico P F
CCA1 CCA2
pH 0,113 0,163 0,657 0,78
ORP 0,061 -0,419 0488 0,98
CH 0,063 -0,004 0,006 240
MO 0,124 -0,301 0,495 1,00
NH, 0,102 -0411 0231 1,29
NO,™ 0,752 -0,178 0,001 3,06
—
caléﬁji?:o* 0001 361
Suma ejes* 0,014 163

? pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia organica (MO); contenido
de amonio (NH,'); contenido de nitrato (NO3).

* En rojo se muestran los pardmetros que mas influyen sobre la dispersion de los datos.

* Datos estadisticamente significativos (p < 0,05)
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Tal como en el caso de la disponibilidad de agua (punto 3.1.3.1), se
evaluaron los pardmetros ecolégicos rango de riqueza, dinamica y organizacién
funcional de la comunidad para ver si las comunidades respondian a las
perturbaciones aplicadas. La Tabla 9 muestra el rango de riqueza obienido para
cada microcosmos en cada tiempo de incubacion. Los valores para la mayoria de
los microcosmos estan en el rango medio y alto. El menor rango de riqueza se
observa en el microcosmos tratado con &cido, cuyo rango es menor que el que
muestra el control, lo cual podria reflefar la respuesta de la comunidad ante esta
perturbacidn. En el caso del microcosmos tratado con Nr se observan diversidades
medias y altas, que no se diferencian significativamente del control. Finalmente, el
microcosmos del efecto de Nr acido presenta un menor rango de riqueza que el
tratado sélo con Nry también que el microcosrnos control, lo cual concuerda con lo

observado en el microcosmos del efecto tratado con acido versus el control con

agua.

En cuanto a la dindmica poblacional entre los tiempos de incubacién, una
vez mas nos encontramos con una comunidad capaz de responder a las
perturbaciones a través de una alia tasa de cambio para todos los microcosmos

tratados como asi también para la situacion control {Tabla 10).

Finalmente en cuanto a la organizacién funcional, parametro que permite
conocer la estructura de la comunidad para preveer la reacciéon de ésta ante una
perturbacién, observamos una organizacidon funcional alta, en todos los
microcosmos y para todos los tiempos de incubacion, la cual no varfa demasiado

en el tiempo ni tampoco entre los microcosmos tratados respecto del control (Figura

14).
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Tomando el rango de riqueza (Rr), la dinamica (Di) y la organizacion
funcional (OF) en las categorias definidas en el punto anterior (alto-medio-bajo), se
graficd en tres dimensiones el comportamiento de la comunidad ante las
perturbacién de Nr acido (Figura 15). Se puede observar que el microcosmos
tratado uGnicamente con Nr no difiere en comportamiento respecto del control,
mientras que los tratados con solucién &cida presentan un menor rango de riqueza
que el control tratado con agua, lo cual podria asociarse al efecto del tratamiento

acido sobre la comunidad bacteriana del suelo.

Tabla 9. Rango de riqueza (Rr) basado en la abundancia de los TRFs de los
microcosmos montados para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido.

Rr
R-tH,O t0 32,14 £ 0,17
R-tH,O t28 33,04 £ 7,44
R-tH,0 t56 26,02 16,36
R-tH,0 t84 28,61+ 6,66
R-tAc t0O 19,86+ 4,13
R-tAc t28 12,46 + 3,61
R-tAc t56 24712017
R-tAc t84 14,73+ 3,79
R-tNr t0 21,64+ 5,49
R-tNr t28 43,00+ 9,68
R-tNr t56 18,78 + 1,84
R-tNr t84 41,50+ 5,60
R-tNrAc t0 24,056 £ 0,75
R-tNrAc t28 17,001 7,00
R-tNrAc t56 18,87 + 11,51
R-tNrAc t84 12,99 + 3,72

Rr alto (Rr>30), medio (10<Rr<30).

Tabla 10. Dinamica (Di) de cambio genético para los microcosmos montados para
determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido.

Di (%)
R-tH0 43,06 £ 9,35
R-tAc 51,70 + 11,46
R-tNr 44,94 10,93
R-tNrAc 38,35 + 17,22
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Figura 14. Organizacion funcional, a nivel genético, de los microcosmos montados
para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. A. Control B, R-tH,O; B. R-
tAc; C. R-tNr; D. R-tNrAc. En negro t0, verde t28; morado t56; naranjo t84. Se
grafica el promedio de las tres réplicas.

Rr

m

Di

Figura 15. Grafico 3D de los parametros ecolégicos dinamica (Di), rango de riqueza
(Rr) y organizacién funcional (OF), a nivel genético, de los microcosmos montados
para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. R-tAc (verde), R-tNr (azul),
R-tNrAc (rojo) y el control B, R-tH;O (gris). Categorias ejes: A, alto; M, medio; B,
bajo.
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3.3. Relacién entre los perfiles de TRFLP y la composicién inicial de Ia

comunidad

En base a las secuencias obtenidas desde la base de datos, utilizadas para
construir el arbol filogenético con las secuencias de los clones obtenidos (Figura 4),
se realizd un analisis de digestién in sifico, con el propdsito de clasificar los TRFs
obtenidos dentro de los principales grupos bacteriancs. Se logré identificar entre un
1,5% y un 4,5% de los TRFs en los grupos estudiados, por lo gue sobre un 80% de
los fragmentos terminales obtenidos no pudo ser clasificado dentro de los grupos
evaluados. Esto dGltimo puede deberse a dos motivos, el primerc es la baja
cobertura de la libreria de clones (10,4% de la diversidad total), y la segunda es que
algunas de estas secuencias produjeron cortes terminales bajo el limite de

deteccién de la técnica de TRFLP.

La Figura 16 muestra las variaciones de la fraccidn identificada en los
distintos microcosmos. Se observa una dominancia de bacteroldetes en ambos
experimentos, la cual se mantiene durante toda la incubacién independientemente
del tratamiento aplicado. Otros grupos que alcanzan cierta relevancia son las
protecbacterias y verrucomicrobia. Las acidobacterias y actinobacterias estan
presentes en menor proporcién y aparecen esporadicamente durante la incubacion
en algunos tratamientos. Los gemmatimonadetes no fueron detectados en el
analisis de los TRFs probablemente porque estan en baja abundancia y por o tanto

hajo el limite de deteccion.
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Figura 16. Frecuencia relativa de los principales grupos bacterianos durante la
incubacion de los microcosmos. A. Microcosmos R-tH,O(14) y control A, R-s/t. B. R-
tAc, R-tNr, R-tNrAc y el control B, R-tH,O. En naranjo: verrucomicrobia; morado:
proteobacterias; verde: firmicutes; gris: bacteroidetes; rojo: actinobacterias; celeste:
acidobacterias.
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3.4. Efecto de los tratamientos en la diversidad metabdlica de la comunidad

microbiana del suelo en los ensayos de microcosmos

La diversidad metabdlica de una muestra fue evaluada a través de la
medicidn de la utilizacion de 31 fuentes de carbono utilizando BIOLOG EcoPlate™.
Para evaluar el efecto de los tratamienfos sobre la diversidad metabdlica de la
comunidad, se determinaron los pardmetros ecoldgicos: rango de riqueza, dinamica
y organizacién funcional basados en la utilizacién de las fuentes de carbono, las
cuales fueron separadas en categorfas: carbohidratos, aminoécidos,
aminas/amidas, acidos carboxilicos, polimetros y miscelaneas en base a las

categorias propuestas por Preston-Mafham y col. {2002).

3.4.1. Efecto de la disponibilidad de agua

En la Tabla 11 se muestra la proporcion de fuentes de carbono utilizadas en
relacion al total de muestras disponibles en cada categoria. Se observa que el
microcosmos sometido a pulsos de agua consume, al final de la incubacidn, una
mayor proporcion de estas fuentes de carbono que el microcosmos sin tratar.
Ademas, se observa que las mayores variaciones entre los tiempos de incubacion
estan en el consumo de &cidos carboxilicos y polimeros, y que estas fuentes de
carbono son también las que mas varfan entre el micrecosmos tratado y el control.
Los amincécidos corresponden al Gnico grupo que es consumido en un 100%. Las
aminas y amidas no presentan variaciones entre microcosmos ni entre tiempos de

incubacién, llegando a un maximo de consumo de un 50% del grupo.

Tomando las 31 fuentes de carbono totales en relacién a las consumidas

por cada comunidad, se evalu¢ el rango de riqueza metabdlica de la comunidad
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microbiana de cada microcosmos. En {a Tabla 12 se muestran los resultados

abtenidos para el rango de riqueza, que en todos los casos es de nivel medio.

La dinamica de la comunidad se calculé en base al porcentaje de cambio de
consumo de cada fuente de carbono entre 2 tiempos contiguos, es decir entre el
tiempo 0-42 y 42-84 (Tabla 13). Se puede observar que a pesar de que se registran
cambios en la utilizacion de las fuentes, las variaciones son bajas, siendo un poco

mayor la dinamica en el microcosmos que no fue tratado.
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Tabia 11. Utilizacién de fuentes de carbono por categorias, de los microcosmos
montados para determinar el efecto de la disponibilidad de agua.

RtH,0(14) 0 RtH,0(14) t42 RtH,0(14) t84

Aminas/amidas 172 1/2 1/2
Aminoacidos 6/6 6/6 6/6
Carbohidratos 6/7 6/7 67
Ac. Carboxilicos 8/9 9/9 8/9
Miscelaneos 213 2/3 2{3
Polimerocs 3/4 34 2/4
R s/t t0 R s/t t42 R s/t t84
Aminas/amidas 1/2 112 112
Aminoécidos 6/6 6/6 6/6
Carbohidratos 77 6/7 6/7
Ac. Carboxilicos 9/9 8/ 6/9
Miscelaneos 2/3 213 2/3
Polimeros 34 214 1/4

Tabla 12. Rango de riqueza (Rr) metabdlico del microcosmos montados para
determinar el efecto de [a disponibilidad de agua.

Rr
R-tH0 (14) t0 17,66 + 3,07
R-tH;0 (14) t42 18,63 £ 7,54
R-tH,0 {14) 184 13,25+ 5,17
R-sit t0 23,16 £ 5,36
R-s/t t42 15,76 £ 3,65
R-s/t 184 10,65 £ 3,48

Rr alto (Rr=30), medio (10<Rr<30) y bajo (Rr<10).

Tabla 13. Dindmica (Di) metabélica de la comunidad en los microcosmos montados
para determinar el efecto de la disponibilidad de agua.

Di (%)
R-tH;0 (14) 8,74 1+226
R-sit 10,94 + 0,84
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En cuanto a la organizaciéon funcional de la comunidad en términos
metabdlicos se puede ver que ésta es media (Figura 17), cercana al 45% (Figura
1). Esta organizacién es independiente del tratamiento aplicado y del tiempo de
incubacién ya que se observa un comportamiento similar en el microcosmos
montado para determinar el efecto de la disponibilidad de agua y en el control sin

tratamiento durante los tiempos 0, 42 y 84 dias de incubacion.

Tomando entonces rango de riqueza, dindamica y organizacion funcional en
un grafico 30 (Figura 18) se observa que en témminos de la dinamica el
microcosmos tratado se diferencia del control, ya que este ultimo presenta una tasa
de cambic de nivel medio en comparacion a la dindmica baja del microcosmos
tratado. Respecto a los parametros de rango de rigueza y organizacion funcional,

ambos microcosmos presentan comportamiento similar.
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Figura 17. Organizacion funcional, a nivel metabélico, de los microcosmos
montados para determinar el efecto de la disponibilidad de agua. (A) R-tH,0O(14);
(B) control R-s/t. En naranjo t0, morado t28; verde t84.
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Figura 18. Grafico 3D de los parametros ecolégicos dinamica (Di), rango de riqueza
(Rr) y organizacién funcional (OF), a nivel metabdlico, de los microcosmos
montados para determinar el efecto de la disponibilidad de agua. R-tH,0(14) (gris:);
control R-s/t (verde). Categorias ejes: A, alto; M, medio; B, bajo.
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3.4.2. Efecto del nitrégeno reactivo acido.

Tal como se describe en el punto 3.2.1, se avalud el nivel de utilizacién de
fuentes de carbono consumidas por la comunidad de los microcosmos sometidos a
perturbaciones de Nr acido. La Tabla 14 muestra el consumo segun las categorias
propuestas por Preston-Maftham y col. (2002). A nivel metabdlico no se observan
grandes diferencias entre los microcosmos tratados respecto de su control,
tampoco en los tiempos de incubacidén. Una vez mas, los aminoacidos son el tnico
grupo consumido en un 100% y se repite también el consumo de amidas de un

50% en todos los microcosmos y todos los tiempos.

Respecto al rango de riqueza en términos metabdlicos, dado por el porcentaje
de fuentes consumidas respecto del total, se observa en todos los microcosmos y
en todos los tiempos de incubacion un rango medio de riqueza (Tabla 15). No hay

diferencias apreciables enfre los tratamientos y su control.
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Tabla 14. Utilizacién de fuentes de carbono por categorias, de los microcosmos

montados para determinar el efecto del nitrdgeno reactivo acido,

Sustratc R-H20 t0 R-H20 t42 R-H20 t84
Aminas/amidas 1/2 Y2 12
Aminoéacidos 6/6 6/6 5/6
Carbohidratos 5f7 57 57
Ac. Carboxilicos 8/9 749 9/8
Miscelaneos 113 213 213
Polimeros 2/4 Y 214

R-Ac {0 R-Ac 142 R-Ac 184
Aminas/amidas 112 Y% 1/2
Aminocacidos 6/6 6/6 6/6
Carbohidratos 617 6f7 6/7
Ac. Carboxilicos 8/9 7/9 9/9
Miscelaneos 2/3 2/3 13
Polimeros 34 2/4 2/4
R-NrtQ R-Nr t42 R-Nr t84
Aminas/amidas 12 4 112
Aminoacidos 6/6 6/6 6/6
Carbohidratos 67 T 6/7
Ac. Carboxilicos 9/9 8/9 5/9
Miscelaneos 33 143 213
Polimeros 34 2/4 24
R-Ac¢Nr t0 R-AcNr t42 R-AcNr t84
Aminas/amidas 1/2 b 112
Aminoacidos 6/6 6/6 6/6
Carhohidratos Bf7 67 417
Ac. Carboxilicos 8/9 8/9 8/9
Miscelaneos 3/3 2/3 373
Polimeros 2/4 2/4 2/4

Rr

R-tH,0 t0 12,92 +£ 1,29
RtH,O t42 11,38+ 2,99
R-tH,0 t84 11,33 £ 2,57
R-tAc t0 14,77 £ 2,81
R-fAc t42 12,561+ 1,49
R-tAc t84 12,15 + 2,54
R-tNr t0 18,12 £ 2,31
R-tNr t42 12,15+ 2,54
R-tNr 184 9,05+ 2,30
R-tNrAc t0 12,92+ 1,29
R-tNrAc t42 11,61+ 4,78
R-tNrAc t84 947 £ 3,01

Rr alto (Rr>30), medio (10<Rr<30) y bajo (Rr<10).

Tabla 15. Rango de riqueza (Rr) metabdlico de los microcosmos montados para
determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido,
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En cuanto a la dinamica metabdlica de la comunidad estudiada (Tabla 16),
ésta es media en los microcosmos tratados con Nr y en el control, sin embargo

disminuye en el tratamiento para determinar el efecto del acido gquedando en

categoria baja.

Por ultimo, la organizacién funcional metabdlica de la comunidad se grafica
en la Figura 19. Tal como lo observado para los microcosmos mentados para
determinar el efecto de la disponibilidad de agua, la organizacion funcional en
términos metabdlicos es media, cercana a la curva tedrica de 45%, la cual supone
que existe una dominancia de cierios rasgos metabdlicos, y los organismos que

presentan esta capacidad son mayoria.

Resumiendo entonces los parameiros metabdlicos rango de riqueza,
dinamica y organizacién funcional, podemos observar que los microcosmos
tratados con Nr, en condiciones neutras y &cidas, presentan un comportamiento
similar al control, mientras que el microcosmos sometido a tratamiento acido

disminuye su dinamica en comparacion a la situacién control (Figura 20).

Tabla 16. Dinamica {Di} metabdlica de la comunidad en los microcosmos montados
para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido.

Di (%)
R-H,0 19,76 £ 6,19
R-Ac 9,26 + 2,62
R-Nr 20,83 + 5,89

R-Ac+Nr 15,83 + 2,87
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Figura 19. Organizacion funcional, a nivel metabdlico, de los microcosmos

montados para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. A. Control B, R-
tH.O; B. R-tAc; C. R-tNr; D. R-tNrAc. En negro t0, verde t28; morado t56; naranjo
t84.
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Figura 20. Grafico 3D de los parametros ecologicos dinamica (Di), rango de riqueza
(Rr) y organizacién funcional (OF), a nivel metabdlico, de los microcosmos
montados para determinar el efecto del nitrégeno reactivo acido. R-tAc (verde); R-
tNr (azul); R-tNrAc (rojo) y R-tH,O (gris). Categorias ejes: A, alto; M, medio; B, bajo.




4. DISCUSION

Las recientes tasas de extinciébn de plantas y animales han llevado a los
ecdlogos a considerar las consecuencias de la pérdida de diversidad. En la actualidad,
la mayoria de los estudios sobre biodiversidad y conservacién se centran en
macroorganismos, sin embargo dada la amplia abundancia de microorganismos y su
funcién en servicios ecosistémicos basicos como la fertilidad de los suelos, es esencial
incorporar a los microorganismos en los modelos de cambio global. Esto toma sentido
al considerar que hoy los bienes y servicios ecosistémicos son valorados
econdémicamente, ya que de ellos dependen las sociedades humanas (Ehrlich y
Ehrlich, 1992; Allison y Martiny, 2008). Entonces, dado que los microorganismos
juegan roles esenciales en la geologia, hidrologia y ecologia, el conocimiento sobre la
estructura y composicion de las comunidades es importante para mejorar nuestro

entendimiento conceptual y predictivo de los procesos ecosistémicos (Zhou y col,,

2004).

El objetive central de esta tesis fue determinar la influencia de ciertos
parametros conductores de cambio global, como son la acidificacion, los pulsos de
agua y e! ingreso de nitrdgeno reactivo en un sistema cerrado, sobre la comunidad
bacteriana de un suelo semiarido. Para esto se abordaron los resultados en términos
de la composicién inicial de la comunidad bacteriana total del suelo, y la diversidad

genética y metabdlica en funcién de los tratamientos aplicados en ensayos de

microcosmaos,

-
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4.1. Composicién de la comunidad bacteriana del suelo semiarido proveniente

del matorral esclerdfilo

Los datos obtenidos muestran que de un total de 125 clones secuenciados, con
perfiles de restriccion Unicos, mas del 90% se relaciona principalmente con secuencias
de ofros clones ambientales no cultivados, lo cual es esperable ya que las bases de
datos poseen un nimero limitado de bacterias cultivadas y descritas, debido a las
dificultades en el aislamiento y cultivo (Kowalchuk y Stephen, 2001; Coleman y col.,
2005). No obstante, las estimaciones de la diversidad microbiana en suelo son mucho
mayores que en cualquier otro sistema, aparentemente porque la matriz de suelo es
capaz de sustentar grandes poblaciones microbianas y promover su diversificacién
debido a la multiplicidad de microhabitats (Zhou y col., 2004). Es por esto que [a
gendmica ambiental toma relevancia al permitir, por un lado, tener acceso a
microorganismos especificos que son recalcitrantes al aislamiento y el cultivo en

condiciones de laboratorio, y por otro, estudiar comparativamente distintos ensambles

microbianos (Quaiser y col., 2003).

El agrupamiento filogenético de los clones muestran que ellos se distribuyen en
7 grupos filogenéticos: proteobacterias, acidobacterias, actinobacterias, firmicutes,
gemmatimonadetes, verrucomicrobia y bacteroidetes (Figura 4), De estos, los grupos
mas representados en los clones obtenidos a partir de este suelo semiarido son
proteobacterias (25,6%) y acidobacterias (14,4%), seguidos de firmicutes,
actinobacterias y bacteroidetes. Los menos representados son verrucomicrobia y

gemmatimonadetes. Los resultados obtenidos son comparables a lo descrito por otros
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autores para suelos aridos de Arizona (Dunbar y col., 2002), suelos de bosques (Hack!

y col., 2004) y praderas (Marilley y Aragno, 1999).

También se observan clones que no se relacionan con los linajes bacterianos
mencionados anteriormente. Un estudio de Janssen (2006) sobre el American Type
Culture Collection (ATCC) sefjala que [a mayoria de las secuencias del gen del TRNA
168, entre un 79% y un 89%, no estan afiliadas a géneros conocidos. Coincidente con
lo anterior, librerias de clones construidas a partir de suelo revelan que existen linajes
no relacionados con aislados conocidos (Altschul y col., 1990; McCaig y col., 1999;

Everett y col., 1999; Zhou y col., 2009).

Los grupos mas representados entre los clones fueron protecbacterias y
acidobacterias. [.a misma revision de Janssen (2006), en base a 21 genotecas,
equivalentes a un total de 2920 clones con secuencias distintas, sefiala que estos dos
grupos son los mas abundantes en suelo. Por ofro lado, Zhou y col. (2004) también
mostraron una dominancia de proteobacterias en comunidades de la subsuperficie del
suelo, y Nagy y col. (2005) coincide en una mayor abundancia de las proteobacterias y
acidobacterias, entre otras, en formaciones de costras biolégicas de suelos Aridos.
Respecto de las acidobacterias, Quaiser y col. (2003) sefialan que dada ia diversidad
filogenética, ubicuidad y abundancia de este grupo, particularmente en habitats de
suelo, tendrian un importante rol ecolégico y una gran versatilidad metabdlica. A
diferencia de las proteobacterias, las acidobacterias, a pesar de ser un grupo de amplia
distribucion, solo cuentan con 3 organismos cultivados, Acidobacterium capsulatum,

Geothrix fermentaris y Holophaga foetida, del resto sélo se conoce la secuencia del

gen para su rRNA 168S.
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Entre los grupos menos representados estan las verrucomicrobia. Se ha
descrito que la abundancia de este grupo est& controlada por los niveles de humedad
del suelo (Janssen, 2006), los cuales en este suelo semiarido alcanzan valores entre 6
y 7% (Anexo 1), lo cual podrfa entonces explicar la baja representatividad del grupo en

el sitio de estudio.

Es relevante destacar que falta bastante trabajo atin para tener una genoteca
representativa de la comunidad bacteriana del suelo. En esta tesis obtuvimos 125
clones, y estimamos que una muestra representativa debiera constar de 1377 clones.

Esto deja abierta proyecciones futuras de trabajo en este tipo de suelo, para aumentar

la informacién disponible.

4.2. Relacion entre la composicion inicial de la comunidad y las variaciones de Ia

diversidad genética durante la incubacion de los microcosmos

Para determinar la relacion entre la composicién de [a comunidad del suelo
semiarido del matorral esclerdfilo y las variaciones de la diversidad en los
microcosmos, se hizo un analisis in silico de los clones y las secuencias relacionadas
buscando los sitios de restriccion terminal para las enzimas Haelll y Mspl, con el fin de
contrastar esta informacion tedrica con lo obtenido en los perfiles de TRFLP de la
comunidad bacteriana. Con las secuencias de organismos cultivados soélo se logrd
identificar entre 1,5% y 4% de los fragmentos terminales que coincidian con los TRFLP
(Figura 16). Esto, sumado a la cobertura de la genoteca {10,4%), nos sefiala que falta

un mayor esfuerzo de muestreo para representar la diversidad de la comunidad que se
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”

estd estudiando, mas aun si se reconoce que las comunidades de suelo sostienen

altas diversidades.

En este analisis puede observarse la dominancia, dentro del bajo porcentaje
identificado, de TRFs asociados a bacteroidetes, seguido de protecbacterias (Figura
16). Este ultimo grupo es uno de los mas abundantes segun varios autores (Zhou y
col., 2004; Nagy y col., 2005; Janssen, 2006) y también en estos suelos segln los
resultados obtenidos por Orlando (2008). Respecto a los bacteroidetes, se detectaron
pocos clones en la genoteca. Sin embargo el analisis de TRFLP revela que aquellos
TRFs identificables como bacteroidetes fueron abundantes en términos de su
fluorescencia relativa, esto indicaria que este grupo tiene poca diversidad en términos

de riqueza, pero son grupos importantes en términos de abundancia.

En practicamente todos los tiempos y tratamientos, pero en menor abundancia
que los bacteroidetes y protecbacterias, se identificaron TRFs representantes del grupo
firmicutes. Trabajos anteriores usando TRFLP para caracterizar la diversidad
bacteriana de suelo proveniente del mismo matorral escleréfilo, muestran una
dominancia de este grupo, ademas de una serie de TRFs que no pudieron ser

identificados en las bases de datos (Farias y col., 2009).

De este analisis puede desprenderse que muchos TRFs tetricos quedan bajo el
nivel de deteccién de la técnica, el nivel definido como ruido, por lo cual no pueden ser
atribuidos esos fragmentos a grupos bacterianos. Por ejemplo, los gemmatimonadetes
analizados presentan fragmentos terminales menores a 20 pb, io cual los deja

inmediatamente fuera de los grupos representados, al comenzar la discriminacion de
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TRFs sobre 30 pb para descartar restos de partidores que pudiesen haber quedado
libres. Por otro lado, dado que el porcentaje de organismos cultivados es muy bajo, es
dificil identificar gran parte o una fraccién importante de los TRFs, sin embargo la idea
de esta técnica es hacer una aproximacion mas que llegar a identificar
filogenéticamente, es una técnica de fingerprint (Liu y col., 1997; Marshall, 1999) que,
como su nombre lo dice, busca sacar una “fotografia instantanea” de la comunidad en

cierto tiempo, lo cual puede darnos una idea rapida de su diversidad y estructura.

Es necesario mencionar que como parte de las limitaciones de las técnicas
moleculares, los organismos que estan en menor proporcién podrian ser mas sensibles
a los cambios aplicados en los microcosmos y podrian estar siendo sub-representados,
como un sesgo de la obtencién del DNA y del PCR (Head y col, 1998; Ben-Dov y col.,
2006; Carrigg y col, 2007). Existen limitaciones tedricas y practicas que han dificultado
la cuantificacién de la diversidad bacteriana y que han impedido estudiar
extensivamente los patrones de biodiversidad bacteriana (Horner-Devine y col., 2003).
Estas limitaciones incluyen una pequefia proporcion de especies bacterianas que
pueden ser cultivadas (Brock, 1987), el gran nimero de individuos presente en
muestras ambientales (Torsvik y col., 1990), la alta diversidad presente a pequefa

escala (Klug y Tiedje, 1993) y la dificultad de definir especies bacterianas {Goodfellow

y O’'Donnell, 1993; Rossellé-Mora y Amann, 2001).
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4.3. Efecto de la disponibilidad de agua sobre la diversidad genética y metahdlica

de la comunidad bacteriana de suelo semiarido

Para evaluar el efecto de la disponibilidad de agua se construyé un
microcosmos al que se le aplicaron pulsos de agua cada 14 dias, el cual se contrasté
con un control sin tratamiento. Austin (2004) describe que la disponibilidad de agua, de
forma episoddica, afecta el ciclado de elementos en ecosistemas semidridos, y que esto
tiene consecuencias sobre la biota al incrementar la accesibilidad a los sustratos
organicos. Por ofro lado, Zhou y col. (2004) sefialan que la matriz de suelo es capaz de
sostener una alta diversidad dada la heterogeneidad de recursos y el aislamiento
espacial que la caracteriza. Sin embargo, de acuerdo a lo indicado por este autor, un
régimen de pulsos de agua continuo disminuiria ese aislamiento espacial, con lo cual
seria esperable un aumento de la competencia por los recursos que finalmente podria
reducir la diversidad. Bell (2008) sefiala que cualquier acumulacion de nutrientes en el
suelo como consecuencia de mineralizacion, causada por pulsos de humedad, debe

subsecuentemente influenciar la dinamica funcional y alterar la diversidad de la

comunidad bacteriana.

En este trabajo se estudi6 el efecto de los pulsos de agua sobre la diversidad
genética y metabdlica de la comunidad bacteriana de un suelo semiarido. Para esto se
usd una aproximacion independiente de cultivo que da cuenta de los polimorfismos a
nivel genético, TRFLP (Liu y col., 1997), y una aproximacion dependiente parcialmente
de cultivo que da cuenta de distintos perfiles fisiolégicos de la comunidad como

resultado de polimorfismos a nivel metabdlico, CLPP (Garland y Mills, 1991).
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Si se observan los perfiles de TRFLP (Figura 8) y la utilizacion de fuentes de
carbono (Tabla 11), pareciera ser que no hay diferencias importantes entre el suelo
tratado con pulsos de agua y el suelo control, o cual indicaria que la comunidad serfa
resistente al nivel de periurbacion aplicado o es muy resiliente de tal manera que

recupera rapidamente su estructura genética y actividad metabdlica (Allison y Martiny,

2008).

No obstante, el analisis de los perfiles de TRFLP muestra diferencias a nivel de
la riqueza de los TRFs. De acuerdo a los parametros ecolégicos, las comunidades en
estudio presentan un bajo rango de riqueza, esto indicaria que un cambio menor en el
niumero de TRFs podria tener un efecto mayeor en el indice de similitud de las
muestras, de tal manera que la pérdida de algunos TRFs podria aumentar las
diferencias entre los microcosmos coniroles y tratados, Este efecto en el indice de
similitud podria explicar la separacion de las muestras fratadas y controles en el
dendrograma (Figura 7, Tabla 3). Por su parte, el andlisis muitivariado apoya la
separacion observada en el dendrograma y revela que el agrupamiento de las
muestras esta afectado por el contenido hidrico y el contenido de nitrato (Figura 8,
Tabla 4). Otros estudios, realizados sobre un grupo bacteriano especifico como el
gremio de oxidadores de amonio, mostraron que la adicién de pulsos de agua durante

el periodo de incubacion afecta principalmente la abundancia de los TRFs

(Bustamante, 2010).

Cuando se comparan las comunidades tratadas versus las controles mediante

los parametros ecoldgicos de rango de riqueza, dinamica y organizacion funcional, no

se observan diferencias a nivel genético (Figura 10). Sin embargo, a nivel metabdlico




60

las comunidades tratadas presentan una leve disminucion en la dinamica comparada
con el control (Figura 18). Esto podria reflejar la presencia de una comunidad mas
estable, en términos de su metabolismo, como resuitado de una leve disminucién de la
dinamica en una comunidad con rango de riqueza y organizacién funcional medios. En
este mismo sentido, tal como describe Zhou y col. (2004), es posible que los puisos de
agua disminuyan la heterogeneidad espacial, lo cual en un tiempo inicial podria
provocar un aumento de la competencia, pero a la larga, dado el régimen periddico de
los ciclos de agua, podria llevar a una homogenizacién de la comunidad disminuyendo

asi su tasa de cambic en potenciaiidades metabdlicas,

AuUn cuando la perturbacion aplicada no produce cambios a nivel de la
organizacion funcional, los datos muestran que la comunidad en estudio esta dominada
por sdlo algunos filotipos, dado que el 20% de los TRFs dan cuenta de casi el 70% de
la fluorescencia del patrén de TRFLP, indicando que se trataria de una comunidad
altamente especializada que podria ser sensible a perturbaciones. En términos
metabodlicos, la organizacion funcional muestra que también hay dominancia de ciertas
funciones metabdlicas, correspondiendo en este caso al 40% de las actividades, fo que
sugiere que hay grupos funcionales que pueden permanecer en bajo nimero y usar los
recursos disponibles (Marzorati y col., 2008). A modo de ejemplo, un comportamiento
similar al descrito para el microcosmos de disponibilidad de agua, en términos de los
parametros ecolégicos Rr, Di y OF, seria el caso de una comunidad de bacterias
oxidadoras de amonio presentes en un reactor de tratamiento de agua (Wittebolle,
2005). Tal como la matriz de suelo, este ambiente presenta una alta capacidad de

carga, y una comunidad estable en composicién de especies, donde existe una

fraccién dominante de especies resilientes, capaces de sobrellevar cierto nivel de
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perturbacion, esta dominancia y resiliencia implican upa baja tasa de cambio de las

potencialidades metabdlicas dominantes y por ende una dindmica baja.

4.4, Efecto de la precipitacion acida de nitrégeno sobre la diversidad genética y

metabdlica de la comunidad bacteriana de suelo semiarido.

Para evaluar el efecto del Nr acido, se aplicd un tratamiento de 2x2 al inicio del

experimento.

El andlisis de agrupamiento de los perfiles de TRFLP, basado en Ia
presenciafausencia de TRFs, muestra que la adicién de nitrégeno es la perturbacién
que promueve la separacién entre ias muestras confroles y tratadas (Figura 12, tabla
7). Esto mismo se observa en términos de la abundancia de fragmentos a través del
analisis multivariado (Figura 13, tabla 8), separacidn que es explicada por el contenido
de nitrato. Antecedentes previos basados un andlisis de restriccion del gen del rRNA
165 (ARDRA) indican que la precipitacion acida de nitrégeno no revela diferencias en
los perfiles de restriccion derivados de la comunidad bacteriana del suelo, tanto para
suelos semiaridos como dridos (Orlando, 2008), sin embargo estos perfiles tienen
menor resolucion que los TRFLP usados en este frabajo. Se ha descrito que el efecto
interactivo de la heterogeneidad espacial de los suelos sumado a la deposicién de
nitrégeno tiene efectos particularmente fuertes en los microorganismos de suelos
aridos y semiaridos, donde la distribucién de la humedad de suelo y de los nutrientes

es heterogénea (McCracking y col., 2008). Asimismo, algunos autores sefalan que la

deposicion de nitrobgeno puede incrementar las concentraciones de nitrogeno en el
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suelo, alterando la composicidén de las comunidades de plantas y microorganismos, e
influenciando las tasas de ciclado y retencion de los nutrientes (Aber y col., 1998; Fenn

y col., 2003; Siguenza y col., 2008; Wallenstein y col., 20086).

Cuando los perfiles de TRFLP se analizan en término de los parametros
ecologicos, las comunidades estudiadas exhiben una alta dinamica y organizacién
funcional y éstas no se modifican por efecto de los tratamientos. Sin embargo, el rango
de riqueza disminuye por efecto del tratamiento acido (Figura 15) lo que indicaria que
este parametro afecta la capacidad de carga del ambiente (Marzorati y col., 2008).
Estudios realizados sobre [a comunidad microbiana del suelo en areas colindantes a
plantaciones de Pinus pinea, determinaron que esta intervencion agricola afectd la
estructura de la comunidad y que el mecanismo por el cual este cambio aparecia es la
disminucion del pH del suelo (lovieno y col., 2010). La reduccién de la capacidad de
carga del ambiente puede estar explicada por efecto del tratamiento acido, ya que se
ha descrito que este factor puede explicar la riqueza y diversidad de las comunidades
del suelo (Fierer y Jackson, 2006). Para explicar el efecto de ia alteracién de la
capacidad de carga de un ambiente, Brusetti y col. (2006) estudiaron una sucesion de
bacterias acido-lacticas, mediante LH-PCR, en el proceso de fermentacién del maiz en
condiciones secas y sin luz (situacidn 6ptima), en contraste a un ambiente de alto
porcentaje de humedad y oxigeno (proceso desfavorable). En este caso, el cambio
entre las condiciones ambientales dptimas y desfavorables, produce una diferenciacién
entre los rangos de riqueza de la comunidad de bacterias acido-lacticas, disminuyendo
entonces la capacidad de carga del ambiente al aumentar las condiciones de humedad

y oxigeno. Esto podria ser aplicable al caso de estudio de esta tesis, donde la

aplicacion de la solucién acida seria el factor que afectaria la capacidad de carga del
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ambiente, disminuyendo el rango de riqueza en relacidn a los microcosmos que no

reciben dicha perturbacién.

El analisis de los perfiles de CLPP revela que el tratamiento acido también
afecta a la comunidad, en este caso reduce la dindmica de las muestras tratadas,
indicando que hay menos cambios en la actividad metabdlica en tiempos de muestreo
consecutivos, lo que podria estar dado por una menor actividad metabdlica por efecto
del tratamiento acido. E! pH del suelo afecta la forma quimica, la concentracion y la
disponibilidad de los sustratos (Kemmit y col., 2008), y de esta manera influencia el
crecimiento y actividad celular (Nicol y col., 2008). Por ejemplo, la actividad de las
bacterias oxidadoras de amonio se ve reducida por una disminucién en el pH, al reducir
la disponibilidad de NH; a través de la ionizacidn de este compuesto a la forma

protonada NH,” (Frijlink y col., 1992).

Sin embargo es necesario hacer algunas consideraciones metodoldgicas para
los resultados de los CLPP. El range de riqueza medio es una respuesta a la oferta de
fuentes de carbono entregadas en la placa, pues en el ambiente existe una variedad de
fuentes mucho mayor y las ecoplacas sélo entregan una seleccién de las que podrian
ser encontradas en cualquier ambiente (Preston-Mafham y col., 2002). Dado que en
ningun caso hubo consumo de todas las fuentes de carbono, ninguno de los
microcosmos alcanzé un nivel alto de rango de riqueza de funciones metabdlicas.
Respecto a la dindmica sucede algo similar, a pesar de que la dindmica no es baja,
dada la oferta limitada de fuentes no son posibles demasiadas variaciones.
Finalmente, la organizacién funcional a nivel metabdlico habla de una comunidad.

equitativa funcionalmente, donde hay dominancia de ciertas funciones, pero que no
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superan el 40%. Si bien el método de Biolog es limitado, como resultado no refieja el
uso potencial de las fuentes de carbono por la comunidad bacteriana por completo
(Bell, 2008; Orlando y col., 2007), incluso algunos autores sefialan que los métodos
moleculares son mas discriminatorias que los enfoques fisioldgicos y biogquimicos
(Ramsey y col., 20086; Singh y col., 2006). Sin embargo, se reconoce la capacidad de
esta aproximacién de estimar la respuesta microbiana a modelos de varios

tratamientos, perturbaciones o condiciones ambientales (Konopka y col., 1998; Smaila

y col., 1998).

En resumen, las perturbaciones aplicadas a la comunidad del suelo tienen
efecto en la diversidad genética y funcional de la comunidad bacteriana. Observamaos
que la comunidad responde a cambios en [a disponibilidad de agua y precipitacién de
Nr en condiciones acidas, variando su riqueza'y abundancia a nivel genético, v ia
dinamica a nivel metabdlico, No obstante?i:;;cal:jj,e destacar que el efecto de una

perturbacién no siempre afecta directaménte 10s companentes de la diversidad, por lo

cual los datos deben ser analizados mediante distintos enfoques para revelar los

efectos de las perturbaciones sobre las comunidades microbianas.




5. CONCLUSIONES

« la comunidad bacteriana del suelo semiarido estudiado presenta una alta
diversidad. Los principales linajes obtenidos se relacionan con representantes de
proteobacterias y acidobacterias, los dos grupos mas representados en genotecas

de suelos alrededor del mundo.

« La adicién regular de pulsos de agua y la aplicacion de Nr, afectan los perfiles de
TRFLP que describen la diversidad genéfica de la comunidad del suelo de los
microcosmos. Estas diferencias se expresan tanto en la abundancia como en la
riqueza de filotipos. En relacion a los parametros ecolégicos, el tratamiento acido

parece ser la perturbacién que tiene mayor impacto sobre el rango de riqueza.

= A nivel metabdlico no se detectan cambics por efecto de la adicién de nitrégenc
sobre los perfiles fisioldgicos a nivel comunitario, sin embargo la adicion periodica

de agua y el pH acido disminuyen la dindmica metabdlica de la comunidad.
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ANEXO 1

Tabla A1. Parametros edéficos medidos durante el pericdo de incubacién de los
microcosmaos

pH® ORP* CH" MO° NHS*  NOg ¢
R-tH,0 t0 6,29 118,87 39,41 4,52 16,67 37,20
R-tH,0 t28 5,95 128,33 6,07 5,00 19,11 61,09
R-tH,O t42 5,69 120,67 3,34 5,31 5,68 89,08
R-tH,O t56 5,62 169,67 2,08 5,31 11,10 62,87
R-tH,0 184 545 161,00 2,15 4,31 3,24 63,17
R-tAc t0 6,28 118,20 37,52 4,31 1545 37,76
R-tAc t28 6,10 133,00 4,26 535 20,33 56,82
R-tAc t42 577 128,00 223 5,33 2,02 86,50
R-tAc t56 5,78 185,67 1,78 5,46 6,03 51,47
R-{Ac 184 547 200,67 2,10 4,33 8,13 53,34
R-tNrt0 6,38 118,63 43,71 4,93 30,09 56,52
R-tNr t28 6,14 136,33 4,17 5,32 38,14 90,86
R-tNr t42 5,88 143,33 2,19 5,13 13,01 126,20
RNrts6 5,70 194,33 1,68 5,66 21,23 98,61
R-tNr t84 546 201,00 2,10 447 19,11 94,64
R-NrAc t0 6,32 124,73 38,37 4,80 41,07 49,87
R-tNrAc t28 5,99 153,00 9,46 4,92 10,08 109,92
R-tNrAc t42 557 160,67 3,96 521 0,00 117,27
R-tNrAc t56 553 20567 1,94 563 12,36 87,39
R-tNrAc t84 5,51 211,67 2,21 446 0,00 88,18

R-tH,0 (14) t0 8,57 182,23 15,01 8,04 29,12 22,22
RH,0O (14)t28 664 17497 1573 6,06 23,63 78,66

R-tH,0 (14) t42 6.57 137,47 15,29 5,68 0,00 92,42
R-tH;0O (14) t56 6,69 139,33 156,87 5,81 9,52 92,19
RH,0 {14] t84 8§77 189,17 16,83 591 0,00 114,16
Rsit t0 6,51 172,83 4,39 6,01 21,68 19,04
R-s/t t28 6,64 170,10 2,29 6,73 34,34 24,00
R-sit 142 6,69 149,80 2,34 569 3,14 23,57
R-s/t t56 6,09 159,60 254 586 14,77 2558
R-s/t {84 6,70 183,23 2,40 587 0.00 24,05

pH; potencial de dxide reduccién (ORP); contenido hidrico {CH), materia organica
(MO); contenido de amanio (NH,"); contenido de nitrato (NOy).

* Medidos por potenciometria.

® Determinado por gravimetrfa en base a ecuacién CH = PH-PS/PS*100 (PH: peso
himedo; PS: peso seca).

¢ Determinado por calcinacidn del suelc seco, en base a la ecuacion MO = PS-
PC/PC*100 (PS: peso seco; PC: peso calcinada).

4 Extraccién de N mineral por modificacion del protocolo de Forster (1995) y medido
par métodos colorimétricos (Nelson, 1983; Yang y col., 1998).




