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RESUMEN

La biogeoquimica global incluye numerosos procesos microbianos, los cuales dependen de
diversos factores tanto bi6ticos como abidticos, entre ellos la disponibilidad de agua, de
nutrientes como el nitrogeno y de la diversidad genética y funcional de la microbiota. Estos
factores son limitantes para la productividad de muchos suelos, en especial en ecosistemas
aridos y semidridos donde se postula que, por su dependencia del régimen de
precipitaciones, responderian rapidamente a los efectos del cambio climético. También se ha
sugerido que estos ecosistemas serian mas sensibles al ingreso o pérdida de nutrientes, como
el nitrégeno, el cual podria modificar tanto la actividad como la diversidad de los grupos
bacterianos que gobiernan este ciclo, especialmente por el considerable aumento global de
Nitrdgeno reactivo (Nr) en la biosfera, durante el Gltimo siglo, debido a la accién
antropogénica. Una fraccién de este Nr forma parte de la contaminacion atmosférica, donde
tiene un corto tiempo de residencia y la mayoria retorna al suelo en forma de precipitacién
dcida de Nr (nitrato y amonio). El ciclo del nitrégeno involucra diversas reacciones de
éxido-reduccién, como la fijacion que reduce el nitrégeno atmosférico a amonio. Luego,
durante la nitrificacién, el amonio es oxidado a nitrato, el cual es posteriormente reducido a
nitrégeno elemental mediante desnitrificacién. En el suelo, los contenidos de amonio y
nitrato dependen principalmente de estos procesos microbiolégicos, realizados por grupos
bacterianos especificos conocidos como fijadores de nitrdgeno, nitrificadores y

desnitrificadores. En consideracion a lo anterior, este trabajo propuso evaluar el efecto de la
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precipitacién dcida de Nr sobre la diversidad genética y funcional de la comunidad
bacteriana del suelo y c6mo esta respuesta es mediada por el grado de aridez. Para ello se
realizaron ensayos a nivel de microcosmos, incubados durante 84 dias, con suelo arido
proveniente del desierto de Atacama y suelo semidrido del matorral esclerdfilo de Chile
Central. Se evalué el efecto del Nr acido sobre los pardmetros edéficos, las actividades
microbianas de los grupos funcionales del ciclo del nitrdgeno, la diversidad genética de
nitrificadores y sobre la diversidad genética y metabdlica de la comunidad bacteriana total.
Paralelamente, mediante la construccién de genotecas con marcadores moleculares para
cada grupo, se determiné la composici6én de la comunidad bacteriana total DNA 168S), de
los nitrificadores (amoA) y desnitrificadores (nirK y nirS).

Los resultados indicaron que el suelo arido del desierto mostré mayor riqueza del rDNA 168
que el suelo del matorral semiérido, concordando con la postulacién de que la falta de agua
podria limitar la comunicacién entre microhdbitats, resultando en una mayor heterogeneidad
espacial que disminuiria o anularia el efecto de la competencia. En ambos tipos de suelos,
los clones del gen amod se agruparon exclusivamente con bacterias del género Nitrosospira,
sugiriendo que la nitrificacion se trataria de una funcién poco redundante. En el suelo
semidrido la diversidad genética del gen nirS fue mayor que la del gen nirK. Sin embargo,
todos los clones del gen nirK se relacionaron con secuencias de clones ambientales o
formaron grupos independientes sugiriendo una composicién particular en estos suelos. Por
el contrario, en el suelo 4rido no se detecto la presencia de genes de desnitrificadores,
probablemente debido a una baja abundancia de este gremio bacteriano.

Los ensayos de microcosmos mostraron aumentos significativos en el contenido de nitrato y
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en las tasas de amonificacién, nitrificacién y desnitrificacion en los tratamientos
conteniendo Nr. El tratamiento 4cido a pH 4.0 no tuvo efecto sobre los parametros edaficos
ni sobre las actividades microbianas. La diversidad genética de la comunidad bacteriana,
determinada por ARDRA, no se modificd con los tratamientos aplicados durante el tiempo
de incubacion. Los patrones de TRFLP del gen amoA no mostraron cambios significativos
de la diversidad de las bacterias nitrificantes durante el tiempo de incubacién con los
distintos tratamientos. Sin embargo, los suelos mostraron diferente composicion de
nitrificadores, de acuerdo al andlisis de correspondencia candnica, los factores edéficos que
mejor explicaron estas diferencias fueron el pH y los contenidos de materia orgénica y
nitrato. Por su parte la diversidad metabélica de la comunidad microbiana, medida como la
capacidad de utilizar varias fuentes de carbono, fue diferente entre los suelos estudiados. El
andlisis de correspondencia canénica entre los perfiles metabdlicos y los factores eddficos
medidos durante el tiempo de incubacién de los microcosmos de ambos suelos reveld que
las muestras se separaron de acuerdo al tipo de suelo y dentro de cada grupo segiin el tiempo
de incubacion de los microcosmos, independientemente del tratamiento. Los parametros
edéficos que mejor explicaron esta separacién fueron el pH y la materia orgdnica.

En conclusién, los resultados indican cierto grado de estabilidad de la diversidad genética
bacteriana del suelo frente a los tratamientos ensayados, los cuales afectarian
principalmente la actividad metabélica de la microbiota, en particular la actividad de los
grupos funcionales del ciclo del nitrogeno. La presencia activa de estos gremios bacterianos
sugiere que pueden desempefiar un importante papel en el balance de nitrégeno de estas

zonas 4ridas y semiéridas, especialmente bajo condiciones de mayor disponibilidad de agua.
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ABSTRACT

Global biogeochemistry includes numerous microbial processes which depend on diverse
biotic as well as abiotic factors, amongst them, the availability of water, nutrients such as
nitrogen and the genetic and functional diversity of the biota, These factors are limiting for
the productivity of many soils, especially in arid and semiarid ecosystems where it is
thought that, given its dependency on the rainfall regime, would respond rapidly to the
effects of global climate change. It has also been suggested that these ecosystems are more
sensible to the entry or loss of nutrients, such as nitrogen, which could modify the activity as
well as the diversity of the bacterial groups that govern this cycle, especially due to the
considerable global increase of reactive nitrogén (Nr) in the biosphere as a result of
anthropogenic action during this last century. A fraction of this Nr forms part of the
atmospheric contamination, where it has a short time of residence and a great part retumns to
the soil in the form of acid rain of Nr (nitrate and ammonium). The nitrogen cycle involves
diverse oxidation-reduction reactions, such as fixation that reduces atmospheric nitrogen to
ammonium. Then, during nitrification, the ammonium is oxidized to nitrate, which is
subsequently reduced to elemental nitrogen by denitrification. In soil, the ammonium and
nitrate contents mainly depend on these microbiological processes carried out by specific
bacterial groups known as nitrogen fixers, nitrifiers and denitrifiers. In consideration of the
aforementioned, this work proposed to evaluate the effect of acid rain of Nr on the genetic

and functional diversity of the soil microbial community and how this response is mediated
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by the degree of aridity. For this, assays were carried out at the level of microcosms,
incubated for 84 days, with arid soil from the Atacama Desert and semiarid soil from the
schlerophyllous matorral from central Chile. The effects of acid Nr on the edaphic
parameters, the microbial activities of the functional groups of the nitrogen cycle, the
genetic diversity of nitrifiers and on the genetic and metabolic diversity of the total bacterial
community were evaluated. At the same time, through the construction of gene libraries
with molecular markers for each group, the composition of the total bacterial community
(rDNA 168), of the nitrifiers (amoA) and denitrifiers (nirK and nirS) were determined.
The results indicated that the arid desert soil showed a greater richness of the rDNA 16S
than the semiarid soil of the matorral, in accordance with the idea that the lack of water
could limit communication between microhabitats, resulting in a greater spatial
heterogeneity that would decrease or annul the effect of competition. In both types of soil,
the amoAd gene clones clustered exclusively with bacteria of the genus Nitrosospira,
suggesting that nitrification is a function not very redundant. In semiarid soil, the genetic
diversity of the #irS gene was greater than the nirK gene. However, all the clones of the
nirK gene were related to sequences of environmental clones or formed independent groups,
suggesting an exclusive composition in these soils. On the other hand, in the arid soil the
presence of denitrifying genes was not detected possibly due to the low abundance of this
bacterial guild.

The microcosms assay showed significant increases in the nitrate content and the rates of
ammonification, nitrification and denitrification in the treatments containing Nr. The acid

treatment at pH 4.0 had no effect on the edaphic parameters or the microbial activities. The
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genetic diversity of the microbial community, determined by ARDRA, was not modified
with the treatments applied during the incubation period. The TRFLP patterns of the amo4
gene did not show significant changes in the diversity of the nitrifying bacteria during the
incubation period with the different treatments. However, the soils showed a different
nitrifying composition, according to the canonical correspondence analysis the edaphic
factors that best explained these differences were the pH and the organic matter and nitrate
content. In turn the metabolic diversity of the microbial community, measured as the
capacity to utilize various carbon sources, was different between the soils studied. The
canonical correspondence analysis between the metabolic profiles and the edaphic factors
measured during the incubation period of the microcosms of both soils showed that the
samples separated according to the type of soil and within each group according to the time
of incubation of the microcosms, independent of the treatment. The edaphic parametérs that
best explained this separation were the pH and organic matter.

In conclusion, the results indicate a certain degree of stability of the bacterial genetic
diversity of the soil in response to the treatments assayed, which would mainly affect the
metabolic activity of the microbiota, particularly the activity of the functional groups of the
nitrogen cycle. The active presence of these bacterial guilds suggests that they have an
important role in the nitrogen balance of these arid and semiarid areas, especially under

conditions of greater water availability.
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INTRODUCCION

1.1. EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA Y SU RELEVANCIA

Los procesos microbianos dominan la biogeoquimica global. Estos representan
aproximadamente la mitad de la fotosintesis y casi toda la descomposicién de la materia
organica, nitrificacion, desnitrificacién, produccién de metano, entre otros (Schlesinger
1697). No obstante, el papel de la estructura y composicion de los microorganismos en estos
procesos ecosistémicos se considera frecuentemente una caja negra, aun cuando las
variaciones de la estructura y fisiologia de la microbiota pueden tener un gran impacto sobre
los ciclos biogeoquimicos globales y los cambios climaticos (Schimel 2004).

Se ha postulado que las regiones aridas se encuentran entre los sistemas que més
tempranamente responderian a los efectos del cambio climético debido a que los procesos
ecosistémicos en ellos estin estrechamente acoplados a las precipitaciones (OIES 1991).
Los ecosistemas aridos, ademads, son altamente vulnerables a las perturbaciones introducidas
por el hombre como consecuencia del cambio en el uso del suelo (Charney y col. 1975), 1a
pérdida de nutrientes (Evans y Belnap 1999), la disminucién de la vegetacién, el aumento
de la erosién, la invasion de especies exéticas y la pérdida de especies nativas (Brown y col.
1997).

Estas regiones estdn distribuidas uniformemente entre las latitudes templadas y
tropicales. Los sistemas aridos y los semiaridos representan un 19% y un 14,6% de los

ecosistemas terrestres, respectivamente (Meigs 1953). En Chile las regiones 4ridas y




semidridas cubren una superficie aproximada de 16,5 millones de hectareas, las cuales
representan el 22% del territorio nacional. Entre estas regiones, el desierto de Atacama y el
matorral esclerofilo de Chile Central son dos ejemplos de suelos 4ridos y semiaridos. El
desierto de Atacama se extiende desde los 5°S hasta los 27°S mientras que el matorral
esclerdfilo de Chile Central abarca desde los 32°S hasta los 36°S (Gajardo 1994).

Los ciclos de sequia y precipitacién (“drying-rewetting”) son comunes en una
variedad de ecosistemas (Kieft ¥ col. 1987; Groffman y Tiedje 1988; Ryan y col. 1998;
Pulleman y Tietema 1999) pero a menudo son més pronunciados en ecosistemas aridos y
semidridos con una precipitacién fuertemente estacional (Austin y col. 2004). En estos
ecosistemas la disponibilidad de agua afecta la biomasa (Bottner 1985; Kieft y col. 1987;
van Gestel y col. 1993), la composicion microbiana (Drees y col. 2006), la abundancia de la
microbiota (Singh y Kashyap 2006) y el ciclado de nutrientes (Schimel y Parton 1986;
Gebauer y Ehleringer 2000), incluyendo la fijacién de nitrégeno (Housman y col. 2006), la
mineralizaci6én de carbono y nitrégeno (Seneviratne y Wild 1985; Degens y Sparling 1995;
Singh y Kashyap 2006), la nitrificacién (Singh y Kashyap 2006) y la desnitrificacién
(Groffman y Tiedje 1988; Peterjohn y Schlesinger 1991), entre otros. Aunque la
productividad primaria de estos ecosistemas depende fuertemente de la disponibilidad de
agua (Noy-Meir 1973; Lieth 1975; Webb y col. 1978; Sala y col. 1988), el nitrégeno
disponible se considera también un factor limitante en este tipo de suelos (Hoopery Johnson
1999; Ehleringer 2001).

El creciente interés por los problemas ambientales ha puesto especial atencién sobre

la precipitacién de nitrogeno reactivo (Nr) atmosférico ya que la interferencia antropogénica




ha generado un aumento de la produccién y movilidad del N, produciendo una sobrecarga
al ciclo que ha contribuido a la acidificacion, fenilizacién y eutrofizacién de diferentes
ecosistemas (Vitousek y col. 1997; Galloway y col. 2003). A su vez, la precipitacion del Nr
puede resultar en una saturacién de nitrogeno, una condicién donde la disponibilidad del
nutriente inorgdnico excede la demanda de las plantas y microorganismos (Aber v col.
1991). Esta saturacién produce cambios en el estado quimico del suelo y 1a funcién de la
comunidad, resultando en desequilibrios en el ciclado de nutrientes y la productividad del
ecosisterna (Adams 2003). La precipitacién crénica de Nr ha reducido significativamente la
riqueza de especies vegetales, un importante componente de la biodiversidad,
considerdndose una de las causas de la extincion de especies (Sala y col. 2000; Stevens y
col. 2004).

El ciclo del nitrogeno involucra una variedad de reacciones de 6xido-reduccion,
realizadas principalmente por bacterias. A nivel biogeoquimico, el comjunto de
microorganismos que participan en la conversién de un compuesto en otro son tratados
como grupos funcionales o gremios, méds que como unidades taxonémicas (Vitousek y
Hooper 1994; Meyer 1994). Tres grupos funcionales microbianos participan para llevar a
cabo las principales etapas del ciclo del nitrégeno: las bacterias fijadoras de nitrogeno, las
bacterias nitrificadoras y las bacterias desnitrificadoras.

En el periodo pre-industrial el nitrégeno era el factor limitante mas importante para
la productividad de los ecosistemas terrestres, pero en el tltimo siglo el aporte de nitrégeno
via fertilizantes y precipitacién desde la atmésfera se ha incrementado a escala global con

alteraciones considerables del ciclo biogeoguimico (Galloway 1995). Por lo tanto, el estudio




de los grupos funcionales implicados en el ciclo del nitrégeno cobra mayor relevancia ya
que este ciclo es uno de los mas perturbados por accién antropogénica (Vitousek y col.
1997). No obstante, el estudio de la diversidad microbiana en general, y de los grupos
funcionales en particular, ha estado sesgado por las técnicas dependientes de cultivo. Se
estima que entre un 0,1-1% de las bacterias presentes en el suelo no pueden ser cultivadas
por métodos tradicionales (Amann y col. 1995), limitando el conocimiento del papel que
esta diversidad pudiera tener sobre el ecosistema (Torsvik y @vreds 2002). Las nuevas
posibilidades tecnoldgicas, a través de marcadores genético-moleculares, permiten acceder
directamente a los microorganismos sin necesidad de aislarlos y preservarlos como cultivo
puro (Hugenholtz y Pace 1996; Akkermans 1998; Ranjard y col. 2001).

Hay escasa o nula informacion sobre el efecto de la precipitacion de Nr dcido sobre
la diversidad genética y funcional de la microbiota de ecosistemas aridos o semidridos
porque generalmente se considera que el ciclo del nitrégeno estd limitado, debido
principalmente a la reducida actividad microbiana como consecuencia del bajo contenido
hidrico (Otter y Scholes 2005). El ingreso natural de Nr a los ecosistemas aridos ocurriria
principalmente por Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN) de cianobacterias presentes en
costras bioldgicas del suelo (Yeager v col. 2004; Nagy y col. 2005). Sin embargo, éstas son
escasas en muchos ecosistemas desérticos o estin limitadas a algunos sectores como ocurre
en el Desierto de Atacama (Biidel 2003), por lo que la precipitacion atmosférica seria
actualmente la fuente dominante de ingreso de nitrdgeno a estos ecosistemas (Schwinning y
col. 2005). En los suelos semidridos, como el matorral escleréfilo cercano a Santiago, la

incorporacién de nitrégeno serfa en parte por FBN de bacterias diazétrofas de vida libre y




simbiéticas (Cart y col. 2003; Chéavez y Cart 2006), pero por su cercania a un centro
urbano con una alta contaminacion atmosférica (CENMA. 2002; Koutrakis y col. 2005),
estos suelos también estarian expuestos a una precipitacion crénica de Nr acido que puede
afectar su calidad ya sea por saturacion de nitrégeno o por acidificacién. Cabe mencionar
que el pH 4cido es la principal causa de disminucién de diversidad a nivel de la microbiota
bacteriana del suelo (Fierer y Jackson 2006).

De acuerdo a los antecedentes expuestos, esta tesis propone responder si la
precipitacidn de nitrégeno reactivo dcido es capaz de modificar la diversidad y funcién de
la microbiota bacteriana y el reciclaje del nitrogeno en suelos aridos y semiaridos. Ademas
se propone determinar si la respuesta observada depende del grado de aridez del suelo. Estas
preguntas tienen relevancia en el contexto del cambio climdtico donde modificaciones a
nivel de la microbiota pueden alterar la biogeoquimica y el funcionamiento ecosistémico.

Para abordar este problema se realizaron ensayos de microcosmos con suelos aridos
derivados del desierto de Atacama (III Regién) y suelos semidridos provenientes del
matorral escleréfilo de Chile Central (Regién RM). Cabe destacar que la microbiota de
estos suelos puede ser especialmente sensible a los factores ensayados debido a su menor
abundancia y actividad, comparada con suelos forestales y agricolas,

Por otra parte, el ensayo en microcosmos permite disponer de un sistema controlado
y reproducible que intenta simular Jos procesos e interacciones de componentes en una
fraccion del ambiente estudiado (Gillett y Witt 1980). Si bien el uso de microcosmos, como
herramienta para estudiar procesos ecosistémicos, ha sido criticado por estar temporalmente

limitados y no reflejar las complejas relaciones entre especies que tienen lugar en el medio




natural (Gillett y Witt 1980), este argumento no se aplica a los microorganismos donde las
escalas temporales y espaciales son mucho mds reducidas (Garland 1997; Prosser y col.
2003) y por tanto esta aproximacion resulta util (Gillett 1989) para responder las

interrogantes planteadas.

1.2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
1.2.1. La microbiota de suelos dridos y semidridos.
La mayor parte de los trabajos sobre la microbiota del suelo de ecosistemas aridos y
semiéridos se ha centrado en las costras bioldgicas (Belnap y Eldridge 2003; Belnap y col.
2004; Cable y Huxman 2004; Yeagery col. 2004; Nagy y col. 2005; Stursova y col. 2006) o
sobre las comunidades microbianas asociadas a las plantas que representan islas de fertilidad
en estos ecosistemas (Zak y col. 1994; Binkley y Giardina 1997; Sharma y col. 1998;
McCully 1999; Bardgett y col. 2005; Waldrop y Firestone 2006; Orlando y col. 2007a). Si
bien las islas de fertilidad presentan un mayor contenido de nutrientes (Johnson 1995;
Schlesinger y col. 1996; Kieft y col. 1998; Erickson y col. 2005) y una mayor biomasa
microbiana (Gallardo y Schlesinger 1992) que el suelo sin cobertura vegetal, varios trabajos
demuestran que las comunidades asociadas a plantas fueron igualmente complejas que las
presentes en suelo desnudo, aun cuando mostraron diferentes patrones de diversidad
genética (Kuske y col. 2002; Farias 2006; Orlando y col. 2007a).

Los suelos de ecosistemas 4ridos se caracterizan por baja abundancia y actividad
microbiana. Los valores de unidades formadoras de colonias por gramo de snelo (CFU g)

encontrados para poblaciones bacterianas aerdbicas en suelos 4ridos a través del mundo




varian enire menos de 10 a 1,6 x 107 (Bhatnagar y Bhatnagar 2005). Datos obtenidos por
Navarro-Gonzalez y col. (2003) en suelos hiperaridos de la localidad de Yungay, Desierto
de Atacama, mostraron un bajo niimero de bacterias cultivables (<10 colonias sobre 100
placas sembradas) en el horizonte superficial del suelo (0-10 cm). En contraste, Maier y col.
(2004) encontraron que las bacterias heterotréficas cultivables alcanzaron valores de 10° —
10° CFU g en suelo de Ja misma localidad pero a una profundidad de 20-30 cm. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio mostraron que las bacterias cultivables en suelos aridos de
Sierra Pajarito (III regién) fueron del orden de 10° CFU g™, Ademés, en estos suelos se
detectd la presencia de bacterias oxidadoras de amonio pertenecientes a los géneros
Nitrosospira y Nitrosolobus (Alfaro y col. 2006). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Nejidat (2005) que encontrd que el género Nitrosospira fue el principal
oxidador de amonio en el suelo del Desierto de Negev. Por otro lado, estudios realizados en
suelos hiperdridos del desierto de Atacama mostraron una dominancia de los phyia
Planctomycetes y Gemmatimonadetes (Drees y col. 2006) que, segiin la literatura, no
sobrepasan el 2% de los clones en la mayoria de los suelos (Janssen 2006). Esto sugiere que
la microbiota de estos ambientes extremos tendria una composicién particular que podria
responder de manera diferente a las perturbaciones ambientales.

En sentido general, las comunidades microbianas de los suelos semiéridos del
matorral han sido poco estudiadas. Algunos trabajos se han centrado en la diversidad
microbiana de suelos semidridos del chaparral de California (Fierer y col. 2005) y su
respuesta a perturbaciones tales como incendios forestales (Mabuhay y col. 2004) y elevada

concentracion atmosférica de CO, (Lipson y col. 2005). En Chile, los estudios de las




comunidades microbianas de los suelos de matorrales semidridos han estado restringidos al
matorral xerofitico de Fray Jorge (Guevara 2007) y al matorral esclerdfilo. En éste wltimo
los estudios se han limitado a la comunidad microbiana asociada a plantas actinorricicas,
donde se ha descrito la presencia de los principales grupos funcionales del nitrogeno
(Chavez 2004; Chavez y Carti 2006; Farias 2006; Espinosa 2007; Orlando y col. 2007b). En
estos suelos, las bacterias cultivables alcanzaron valores de 10° CFU g (Orlando y col.
2007a). Los estudios de diversidad microbiana, medjante patrones de TRFLP, sugieren que
la comunidad bacteriana estuvo compuesta principalmente por proteobacterias e indicaron
que el suelo sin cobertura vegetal sustenta una mayor diversidad microbiana, comparada con
aquella asociada a plantas actinorricicas (Farfas 2006). Estos antecedentes indican que los
suelos semidridos del matorral esclersfilo constituyen un sistema apropiado para estudiar el
efecto de perturbaciones ambientales sobre la comunidad microbiana y sobre los principales

grupos funcionales asociados al ciclo del nitrégeno.

1.2.2. El ciclo del nitrdgeno y los grupos funcionales bacterianos.
El ciclo biogeoguimico del nitrégenc_s es importante en el sustento de los ecosistemnas y las
transformaciones en éste son principalmente realizadas por bacterias. Los compuestos
intermediarios claves de este ciclo son el nitrégeno molecular (N3), el amonio (NHyY, yel
nitrato (NO5") y los principales grupos funcionales comprenden a los fijadores de nitrégeno,
los nitrificadores y los desnitrificadores.

Durante la nitrificacién el amonio es convertido a nitrato, en un proceso que es

llevado a cabo en dos etapas generandose inicialmente nitrito y luego, a partir de éste,




nitrato. Las bacterias nitrificadoras pueden ser divididas en dos grupos dependiendo de su
sustrato. Las bacterias que oxidan amonio (AOB) a nitrito son denominadas con el prefijo
Nitroso, mientras que las bacterias que oxidan nitrito (NOB) a nitrato se denominan con el
prefijo Nitro (Madigan y col. 1999). Estos dos grupos actiian de forma secuencial en el
proceso de nitrificacion (Figura 1).

La oxidacién del amonio es considerada la reaccién limitante de la nitrificacion y,
por consiguiente, las AOB han recibido mayor atencion en los tltimos afios (De Boer y
Kowalchuk 2001). Las AOB son microorganismos quimiolitoautotr6ficos que obtienen toda
la energia para su crecimiento del acoplamiento de la oxidacién del amonio al sistema de
transporte de electrones. La enzima clave del proceso es la amonio menooxigenasa (AMO),
y el gen que la codifica (amoA) se ha utilizado para analizar la composicién y diversidad de
este gremio (Kowalchuk y Stephen 2001; Norton y col. 2002; Nicolaisen y Ramsing 2002;

Horz y col. 2004; Yeager y col. 2004; 2005).

AOB

NOB

Figura 1: Esquema del proceso de nitrificacién. I. Oxidacién de amonio a nitrito catalizada
por la enzima amonio monooxigenasa (gen amoA) de las bacterias oxidadoras de amonio. II.
Oxidaci6n de nitrito a nitrato catalizada por la enzima nifrito reductasa de las bacterias
oxidadoras de nitrito.
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En ausencia de oxigeno, los iones nitrato pueden actuar como aceptores finales de
electrones mediante el proceso que se conoce con el nombre de desnitrificacién sensu
stricto, reduccién desasimilatoria de nitrato o respiracién de nitrato. Durante esta etapa del
ciclo, el nitrato es convertido sucesivamente a nitrito (NOy), 6xido nitrico (NO), 6xido
nitroso (N20) y, finalmente a nitrégeno molecular (Atlas y Bartha 2001) (Figura 2).

La capacidad de desnitrificar se encuentra distribuida en grupos filogenéticamente
diversos pertenecientes a Bacteria y Archaea (Zumift y col. 1997; Braker y col. 1998; Braker
y col. 2001; Priemé y col. 2002). En los suelos se reportaron como desnitrificadores,
especies de los géneros Pseudomonas, Bradyrhizobium, Azoarcus, Cupriavidus,
Alcaligenes, entre otros (Henry y col. 2006; Dandie y col. 2007). La enzima nitrito
reductasa, cataliza un paso clave del proceso en el cual el nitrito es convertido en 6xido
nitrico y asi el nitrégeno queda no disponible para la mayor parte de la biota (Griintzing y
col. 2001), siendo por ello considerada una enzima central del proceso (Ye v col. 1994).

La nitrito reductasa se encuentra en dos variantes estructuralmente diferentes pero
que realizan la misma funcién fisiolégica (Casciotti y Ward 2001), codificadas por los genes
nirK'y nirS (Zumft y col. 1997), los cuales han sido usados como blancos en los estudios de
deteccién, cuantificacion (Braker y col. 1998; Cho y Tiedje 2002) o caracterizacion de este
grupo funcional (Braker y col. 2000; Braker y col. 2001; Casciotti y Ward 2001; Wu y col.
2001; Griintzing y col. 2001; Résch y col. 2002; Priemé y col. 2002; Sharma y col. 2005;

Santoro y col. 2006).
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Figura 2: Esquema del proceso de desnitrificacién. 1. Reduccién de nitrato a nitrito
catalizada por la enzima nitrato reductasa unida a membrana (gen narG) o peripldsmica (gen
napA). IL. Reduccion de nitrito a 6xido nitrico catalizada por la enzima nitrito reductasa
unida al citocromo cd; {(gen nirS) o a cobre (gen rnirK). IIl. Reduccién de éxido nitrico a
6xido nitroso catalizada por la enzima 6xido nitrico reductasa de un componente (gen norB)
o de dos componentes (gen rorZ). IV. Reduccién de 6xido nitroso a dinitrégeno catalizada
por la enzima 6xido nitroso reductasa (gen norZ).

1.2.3. Precipitacion de nitrégeno reactivo atmosférico

Las transformaciones y transferencia secuencial de Nr a través de los ecosistemas y los
cambios que éstas pueden causar, se define como la cascada del nitrdgeno (Galloway 1998).
El término Nr incluye las formas reducidas y oxidadas del nitrégeno inorganico y
compuestos organicos nitrogenados, considerando al nitrégeno molecular (N;) como no-

reactivo.
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La generacidn natural de Nr ocurre principalmente por FBN y en menor grado por
descargas electrostaticas. Sin embargo, una fraccion importante de Nr se produce por efecto
antropogénico, el cual actualmente supera la FBN (Vitousek y col. 1997). El incremento
global en la produccién de Nr se debe a tres causas principales: 1) cultivo extensivo e
intensivo que promueve la conversién de N, a Nr mediante FBN, tal como leguminosas; if)
combustién de combustibles fsiles que convierte tanto el N, atmosférico como el Nr fosil,
a 6xidos de nitrégeno; y iii) fijacion quimica de nitrogeno mediante el proceso Haber-
Bosch, el cual convierte N; no-reactivo en NHj reactivo utilizado como fertilizante y en
algunas actividades industriales (Galloway y col. 2003).

La generacion de Nr inducida por cultivos incrementé desde aproximadamente 15
teragramos (Tg) de nitrégeno por afio en 1860 a aproximadamente 33 TgN afio” en el 2000;
la produccién por combustion de combustibles f6siles se incrementé desde menosde 1 TgN
afio” hasta aproximadamente 25 Tg N afio” en el mismo perfodo; mientras que la
produccion por el proceso Haber-Bosch aument6 desde 0 Tg N afio antes de 1910 a més de
100 Tg N afio™ en el 2000. Asi, entre 1860 ¥ 2000, la produccién antropogénica de Nr se
increment6é desde aproximadamente 15 Tg N afio” a aproximadamente 165 Tg N afio™
(Galloway y col. 2002). Una fraccién del Nr forma parte del material particulado
responsable de la contaminacion atmosférica (Querol y col. 2001) donde, debido al corto
tiempo de residencia y a la ausencia de desnitrificacién, la mayorfa de éste retorna a la
superficie terrestre. Los principales compuestos nitrogenados que contaminan la atmésfera
son: i) los 6xidos de nitrégeno (NOy) que en su mayoria son convertidos a 4cido nitrico, el

cual puede ser convertido en un aerosol (e.g. mitrato de amonio) v en estas formas
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depositarse sobre el suelo o cuerpos de agua como consecuencia de las lluvias, o sedimentar
como parte del material particulado; ii) las formas reducidas del nitrogeno (NH,) que
provienen principalmente de actividades agropecuarias y son depositadas o transformadas
en aerosol de amonio (e.g. bisulfato de amonio, sulfato de amonio o nitrato de amonio)
(Morales y Leiva 2006). Asi, el Nr en forma de NO,/NHy puede ser transportado a grandes
distancias y formar parte de la precipitacion de nitrégeno en ecosistemas lejanos del lugar de
origen (Asman y col. 1998; Galloway y col. 2003). Esta precipitacion de Nr puede ser
himeda o seca y se conoce como “precipitacion acida” por los bajos valores de pH (<4.6)

que presenta (Figura 3).

Emisiones

Figura 3: Esquema de las emisiones, deposicion y efectos de la precipitacion de nitrégeno
reactivo acido que contribuye a la acidificacion, fertilizacion y eutrofizacion de diferentes
ecosistemas. Modificado de Driscoll y col. (2001).
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En ecosistemas con baja precipitacién de nitrogeno se estima que ésta puede

!, en contraste con los ecosistemas més perturbados donde

alcanzar enfre 5-9 kg N ha™ afio™
puede alcanzar hasta 90 kg N ha™ afio™ (Fenn y col. 2003). En Chile, hay poca informacién
sobre la precipitagién de nitrégeno, aunque existen varios estudios orientados a determinar
la magnitud de la emisién de NOx y NHy en sectores urbanos (CENMA 2002; Koutrakis y
col. 2005). En el valle longitudinal cerca de la ciudad de Osomno se ha estimado que,
mediante precipitacién himeda, se depositan alrededor de 7,1 kg N ha™ afio”’, mientras que
las tasas de precipitacion en los bosques de la cordillera de Los Andes del mismo sector
fueron de 3,4 kg N ha' afio” (Oyarzin y col. 2002). Por otra parte, la cantidad de

precipitacion seca de N-NH,, en un 4rea de pradera en el sur de Chile fue de 12,18 kg N ha™

durante seis meses (Godoy y col. 2005).

1.2.4. Efecto de los factores abidticos sobre la comunidad microbiana y los grupos
Juncionales del ciclo del nitrégeno.

Segiin McCann (2000), la estabilidad de los ecosistemas depende de 1a habilidad de las
comunidades de sustentar especies o grupos funcionales capaces de responder
diferencialmente a factores bidticos y abidticos. Si a mayor biodiversidad se favorece la
estabilidad ecoldgica, entonces la acelerada pérdida de especies puede desestabilizar o
incluso llevar al colapso a ecosistemas completos. Si bien esta aseveracion esta pensadaen
términos de flora y fauna, podria también aplicarse a las comunidades microbianas. Zhouy
col. (2002) sugieren que un bajo contenido hidrico podria explicar la alta diversidad

encontrada en suelos con bajo contenido de carbono. Segtin estos autores la falta de agua




15

limitarfa la comunicacién entre microhabitats dentro de la matriz del suelo, resultando en
una mayor heterogeneidad espacial que disminuye o anula el efecto de la competencia.
Ademas, en estos suelos con un bajo contenido de carbono, las poblaciones microbianas
podrian evitar la competencia al permanecer aisladas y en bajo niimero, usando unos
FECUISOs que Son escasos pero, probablemente, heterogéneos. Estas condiciones permitirian
el mantenimiento de comunidades mas diversas y equitativas. Asimismo, el pH es
considerado a nivel global el mejor descriptor de la diversidad y riqueza de ensambles
microbianos, siendo los suelos con pH neutro los mds diversos y disminuyendo la diversidad
con un aumento de la acidez (Fierer y Jackson 2006).

Por otro'lado, algunos antecedentes indican que existen efectos directos e indirectos
mediados por un aumento de precipitacion 4cida de nitrégeno sobre el tamafio,
composicidn, y actividad de microorganismos en suelos forestales y agricolas (Bewley y
Stotzky 1983; Prescott y Parkinson 1985; Pennanen y col. 1998). Sin embargo, hay escasos
antecedentes sobre la composicidn y estructura de las comunidades bacterianas que habitan
en suelos 4ridos y ¢cémo se afectan por un ingreso de Nr 4cido (Adams 2003).

En la mayoria de los ecosistemas terrestres, los suelos superficiales experimentan
periodos de sequia seguidos por periodos relativamente rdpidos de rehidratacion. Sin
embargo, los suelos de ecosistemas &ridos son particularmente susceptibles a cambios en el
estado de humedad debido a que los eventos de precipitacion son infrecuentes y el clima
seco y caluroso favorece la rdpida desecacién del suelo (Austin y col. 2004). Asimismo,
algunos estudios demuestran que la adicién de nitrato a suelos de praderas produjo cambios

en la composicién y actividad de las bacterias nitrificadoras, pero no en las abundancias del




16

gremio (Horz y col. 2004). En otros casos la adicién de amonio no produjo cambios sobre la
composicién de las AOB, pero aument6 la nitrificacion, la liberacién de N;0, ymodificd la
composicion de bacterias desnitrificadoras (Avrahami y col. 2002). En suelos cultivados y
fertilizados con nitrato de amonio, se observé una mayor tasa de nitrificacién aparentemente
por aumento en la abundancia de las AOB (Phillips y col. 2000). En suelos agricolas se
observo que las bacterias desnitrificadoras respondieron diferencialmente a fertilizantes
orgénicos e inorganicos, siendo mayor la desnitrificacién con abonos orgénicos (Enwall y
col. 2005; Kramer y col. 2006). Sin embargo, los cambios en estructura fueron sélo
detectables cuando la fertilizacién organica produjo una disminucién en el pH (Enwall y col.
2005).

Por lo tanto, modificaciones de estos factores abidticos podrian producir cambios en
la abundancia y diversidad bacteriana e influir sobre los procesos microbianos que
controlan, lo cual puede ser particularmente relevante para los grupos microbianos
involucrados en las transformaciones del ciclo del nitrégeno, especialmente nitrificadores y
desnitrificadores, ya que éstos tienen una baja redundancia funcional (Wolters y col. 2000).
Los datos disponibles en la actualidad sugieren que las comunidades microbianas pueden ser
consistentemente alteradas por cambios globales y que estos cambios pueden tener

implicancia en los ciclos biogeoquimicos y en Ia funcién del ecosistema (Horz y col. 2004).
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Por los antecedentes expuestos se propone la siguiente HIPOTESIS:

Si los patrones de diversidad genética y metabélica dependen de las propiedades edéficas
del suelo, entonces la microbiota bacteriana de ambos suelos sera diferente en términos de
composicién y actividad metabélica y por ende responderan diferenciaimente a la

precipitacién acida de nitrégeno reactivo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la precipitacién dcida de Nr sobre la diversidad y funcién de la
microbiota bacteriana y c6mo se correlacionan con los pardmetros edaficos utilizando
ensayos de microcosmos de suelos dridos y semidridos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicién de la comunidad bacteriana y de los gremios de bacterias
nitrificadoras y desnitrificadoras en los suelos 4ridos y semisridos.

2. Disefiar un ensayo de microcosmos y los tratamientos aplicados para evaluar el efecto de
la adicién de nitrégeno reactivo en condiciones 4cidas sobre la microbiota bacteriana de
suelos dridos y semidridos.

3. Evaluar el efecto de los tratamientos aplicados sobre los parametros edéficos, el
contenido de amonio-nitrato y las actividades de los grupos funcionales del nitrégeno
durante la incubacién de los microcosmos de suelos dridos y semidridos.

4. Determinar el efecto de los tratamientos aplicados sobre los patrones de diversidad
genética y metabolica de la microbiota durante la incubacién de los microcosmos de suelos

aridos y semiaridos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de suelo para los ensayos de microcosmos se obtuvieron de:

a) Suelo semidrido, del matorral escleréfilo de la localidad “El Romeral” (33°48’S,
70°14’W), Cajén del Maipo, Regién Metropolitana, Chile. El sector presenta un clima
Mediterréneo seco con precipitaciones invernales con un promedio anual de 350 mm
(Gajardo 1994) (Figura 4).

b) Suelo drido, del matorral subdesértico de “Sierra Pajarito” (27°59°S, 70°34°W), Desierto
de Atacama, ITf Regidn, Chile. Este sector se caracteriza por un clima desértico arido con
escasas precipitaciones que no superan los 20 mm en promedio anualmente (McKay y col.
2003) (Figura 5).

Las muestras se obtuvieron del horizonte superficial del suelo. En cada sitio de
estudio se tomaron 10 muestras simples de suelo a 10 cm de profundidad. Teniendo en
cuenta que el objetivo. de este trabajo fue contrastar los ensambles microbianos en dos
sistemas diferentes y en un ensayo de microcosmos, las muestras de cada sitio se
homogeneizaron para obtener una muestra compuesta de cada uno con el objetivo de reducir
la heterogeneidad espacial a pequefia escala seglin ha sido descrito por Webster y col.
(2002) y Girvan y col. (2003). Las muestras se transportaron a 4°C y se realiz

inmediatamente el montaje de los microcosmos.
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“El Romeral®
(33°48'S, 70°14'W)
Cajon del Maipo
(350 mm anuales)

Figura 4: Ubicacion geografica del lugar de procedencia de las muestras de suelo semidarido:

matorral esclerofilo de Chile Central.

“Sierra Pajaritos”
(27°59'S, 70°34'W)
Desierto de Atacama
(17,5 mm anuales)

Figura 5: Ubicacion geografica del lugar de procedencia de las muestras de suelo arido:
matorral subdesértico del Desierto de Atacama.

" Matorral escleréfilo
Bosque de robles y miraceas
Matorral andino
Estepa andina dispersa
Bosque andino humedo
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2.2. DISENO Y MONTAJE DE LOS MICROCOSMOS

Los microcosmos se construyeron a partir de las muestras de suelo semidrido del matorral
(M) y érido del desierto (D) en recipientes pldsticos con una relacién 1:3 (v:v) suelo:aire y
se mantuvieron a 25°C durante 84 dias. Los tratamientos consistieron en la aplicacién al
inicio de la incubaci6n de: i) agua desionizada (tH20); ii) solucién 4cida (pH 4.0) sin nitrato
de amonio (tAc); iii) solucion neutra (pH 7.0) de nitrato de amonio (100 pg g™) (tNr); iv)
solucién 4cida (pH 4.0) de nitrato de amonio (100 pg g™') (tNrAc). Todos los tratamientos se
aplicaron hasta alcanzar el 60% de la capacidad de retencién de agua y se realizaron por
triplicado.

Se tomaron submuestras de los microcosmos semanalmente para las determinaciones
fisicoquimicas; cada 28 dias para la determinacion de la diversidad genética y para la
medici6n de actividades (amonificacién, nitrificacion y desnitrificacién); yalos 0, 42 y 84
dias para determinar la diversidad metabélica. Al inicio y al final del experimento se

determind la dispenibilidad de nutrientes (NPK y relacién C:N).

2.3. DETERMINACIONES FiSICO-QUIMICAS

2.3.1. Nutrientes disponibles (NPK y C:N)

El contenido de nitrégeno y carbono total de las muestras se determiné por combustién
rdpida en un analizador de elementos NA2500 (Carlo-Elba, Milan, Italy). El fésforo se
determin6 mediante el método de azul de molibdeno y el potasio por fotometria de llama

(Forster 1995).

AN
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2.3.2. Contenido hidrico

El contenido hidrico (CH) del suelo se determiné por el método gravimétrico (Steubing y
col. 2002). De cada réplica de los microcosmos, se extrajo 1 g de suelo para determinar el
peso himedo (PH) y se seco en estufa a 65°C durante 24 h. Luego se determiné el peso seco
(PS) y el contenido hidrico se calculd segin la formula: CH = PH-PS/PS*100.

2.3.3. Materia orgdnica

El contenido de materia organica (MO) se determind a partir de las muestras secas, luego de
determinar el CH. Para ello las muestras se calcinaron en una mufla a 400°C durante 16 hy
se determiné el peso del suelo calcinado (PC) (Steubing y col. 2002). El porcentaje de MO
se calculd segtn la férmula: MO = PS-PC/PC*100.

2.3.4. Contenido de nitrato y amonio

La extraccién de nitrégeno mineral se realizé segiin una modificacién del protocolo descrito
por Forster (1995). El equivalente a 1 g de PS de suelo de cada réplica de los microcosmos
se agitd a 150 rpm durante 1 h a temperatura ambiente con 10 ml de KC12 M y 10 ml de
agua desionizada para amonio (NH;") y nitrato (NOs), respectivamente. Las
concentraciones de NH, " y NOj” se determinaron mediante métodos colorimétricos (Nelson
1983; Yang y col. 1998). Todas las determinaciones se realizaron en duplicado. Para la
determinacién de NH,*, 100 pl del extracto en KCI 2M se mezclaron con 5 ml de reactivo
de color (salicilato de sodio 0,3 %, citrato de sodio 2,5 %, tartrato de sodio 2,5 %y 0,12 g
de nitroprusiato de sodio en 1000 ml de agua desionizada) y se dejaron reposar 15 min. Se
adicionaron a la mezcla 5 ml de solucién alcalina de hipoclorito de sodio (NaC1Q 0,05 % y

NaOH 0,75 M) y se dej6 reaccionar durante 1 h. Las mediciones se realizaron en un




22

espectrofotémetro a 660 nm. Para la determinacion de NQOs', a 1 ml del extracto en agua
desionizada se agregaron 0,5 ml de solucién TRI (salicilato de sodio 1 %, NaCl 0,2 % y
sulfamato de amonio 0,1 % en solucién de NaOH 0,01 M) y se mezcl6 totalmente. Se
evaporé en estufa a 100°C durante 2 h y se dejo enfriar. Los residuos se resuspendieron con
1 ml de 4cido sulfiirico concentrado. Luego de 5 min se agregaron 5 ml de agua desionizada
y se dejd reposar hasta que la solucion se enfri6, Finalmente se adicionaron 5 ml de NaOH
40% y se realiz6 la lectura de cada determinacion en espectrofotémetro a 410 nm.

El contenido de NO;" se corrobor6 mediante cromatografia ionica. El equivalente a 2
g de P8 de cada microcosmos se suspendieron en 10 ml de agua desionizada y se agitaron a
150 rpm durante 1 h a 4°C. La suspensién de suelo se filtré y el nitrato se midié en un
cromatégrafo iénico (Sykam, Fiirstenfeldbruck, Germany) equipado con un detector de
conductividad S3111 y un detector UV/vis UVIS204. Las condiciones de operacion fueron:
columnas de acero inoxidable, Na;CO; 5 mM como eluyente, tasa de flujo de
aproximadamente 1,5 ml min™ y temperatura del horno de 70°C. Los datos se evaluaron
con el programa Peak simple version 2.66 (SRI Instruments, Torrence, USA).
2.3.5. pHy potencial de éxido-reduccicn
El pH y el potencial de 6xido-reduccién (ORP) se determinaron potenciométricamente a
partir de los extractos en KCl y agua (Steubing y col. 2002).
2.3.6. Andlisis de los datos
Para establecer si hubo diferencias estadisticamente significativas en los parimetros

edaficos (variables) entre los diferentes tratamientos en el tiempo (factores) se realizé un
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andlisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos-vias) para cada suelo por separado usando
el programa GraphPad Prism versién 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

La cormelacién entre los pardmetros edéficos de los diferentes microcosmos se
establecié mediante el calculo del coeficiente de correlacién de Pearson con el programa

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

2.4. ENSAYOS DE ACTIVIDAD

2.4.1. Nitrificacién y amonificacion

La nitrificacién neta (tasa de produccién de nitrato) y la amonificacién (tasa de produccion
de amonio) se estimaron mediante la pendiente de las curvas del contenido de nitrato y el
contenido de amonio versus tiempo, respectivamente. Las tasas se calcularon cada 28 dias y
se expresaron en funcién del PS de la muestra de suelo (ng N gps™ h™).

2.4.2. Desnitrificacion

La desnitrificacion potencial (tasa de produccién de éxido nitroso) del suelo se determin
mediante un ensayo de inhibicion de la actividad enzimética por acetileno (Smith y Tiedje
1979). En este ensayo el acetileno bloquea el paso dg N20 a Na, que cataliza la enzima
6xido nitroso reductasa, produciéndose una acumulacién de 6xido nitroso (N20). La
concentracién de este gas se usa como medida de la tasa de desnitrificacién. Una muestra
equivalente a 5 g de PS de suelo se resuspendi6 en 5 ml de una solucién con KNO; 1 mM,
glucosa 1 mM y 1 g L' de cloranfenicol, en frascos herméticamente cerrados con una
atmosfera anaerébica de N». Luego se reemplazé por acetileno el 10% de la fase gaseosay

se incub6 a 25°C con agitacion durante 90 min tomando muestras cada 30 min. Las muestras
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de gases se tomaron en tubos al vacio estériles y se analizaron inmediatamente. La cantidad
de N0 presente en las muestras se determiné en un cromatografo de gases GC8000 (Carlo
Erba Instruraents, Milan, Italy) equipado con un detector de captura de electrones (ECD).
Las condiciones de operacién fieron: columnas de acero inoxidable, N> como gas
transportador, 5% CH, en 95% Ar como gas soporte, caudal aproximado 35 m! min'l,
temperatura del horno 50°C y temperatura del detector 350°C. Los datos se evaluaron con el
programa Peak simple version 2.66 (SRI Instruments, Torrence, USA). Estos ensayos fiteron
realizados en el Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie, Marburg, Alemania.

Para calcular el N>O producido se construy6 una curva de calibracién usando un
estandar de concentracién conocida. La tasa de produccién de N,O (tasa de desnitrificacion)
se estimé a partir de la pendiente de la curva de concentracién de N>O versus el tiempo de
incubacion y se expresé como ng N gps” bt
2.4.3. Andlisis de los datos
Para establecer si hubo diferencias estadisticamente significativas en las actividades
microbianas (variables) entre los diferentes tratamientos en el tiempo (factores) se realiz6 un
andlisis de varianza de dos vias (ANOVA de dos-vias) para cada suelo utilizando el
programa GraphPad Prism versién 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

La correlacién entre las actividades relacionadas al ciclo del nitrogeno
(amonificacién, nitrificacién y desnitrificacion) y el contenido hidrico se establecié

mediante correlacién de Pearson con el programa GraphPad Prism versién 4.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, USA).
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2.5. DIVERSIDAD GENETICA

2.5.1. Extraccién del DNA

EI DNA de las muestras de suelo se extrajo usando el FastDNA. Soil Spin kit (Qbiogene
Inc., Carlsbad, CA) segiin indicaciones del fabricante ¥ se conservo en amortiguador TE
(Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH 8.0). EL DNA extraido se cuantificd y analizado a 260
y 280 nm con un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Rockland, DE, USA). La pureza del DNA se estimé por la razén de absorcién a 260 y 280
.

2.5.2. Amplificacién por PCR

En todas las amplificaciones se usaron como templado entre 10-50 ng de DNA gen6mico y
se utiliz6 un volumen de reaccién de 25 pl. En la Tabla 1 se resume la informacién de los

partidores utilizados para la amplificacién de cada gen.

Tabla 1: Partidores utilizados en la amplificacién de los genes.

Gen Partidor Secuencia (5’-37)* Posicién”  Tamafio® Referencia

‘ D1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27 .
N 168 — by T ACGGCTACCITGITACGACIT @95~ 1504  Weisbugy col. 1991

AmoA-2F  AARGCGGCSAAGATGCCGCC  279-298

800 Webster y col. 2002

amod ATOA-SR TTATTTGATCCCCTC 1065-1079
AmoA-IF GGGGTTTCTACTGGTGGT 332349 490 Rotthauwe y col.
AmoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTICTTC 802822 1997
. NirK1F GGMATGGTKCCSTGGCA 526542
K TNiKSR  GCCTCGATCAGRTIRIGG 10231045~ 54  Brakerycol 1998
nirS Cd3ar GTSAACGTSAAGGARACSGG 916935 495 Michotey y col. 2000
R3cd GASTTCGGRTGSGTCTITGA 13221341 Throbick y col. 2004

"M (A/C); K (GIT); S (C/G); R (A/G).

®Las posiciones son indicadas para el gen rDNA 16S de Escherichia coli (AC000091), el gen mirk de
Alealigenes faecalis S-6 (D13155), el gen nirS de Pseudomonas stutzeri ZoBell (X56813) y el gen amod de
Nitrosomonas europaea (L08050).

°El tamafio del fragmento esperado estd expresado en pares de bases.
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El gen que codifica para el RNA ribosomal 168 se usé para estimar 1a diversidad de
la comunidad bacteriana en las muestras de suelo. Para la amplificacién de este gen se
usaron los partidores fD1 y rP2 (Weisburg y col. 1991) (Tabla 1). La mezcla de reaccion
contenia ambos partidores a una concentracién de 200 nM, 120 uM de cada INTP vy2,50
de Taq Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en amortiguador de PCR 1X,
suplementado con MgCL 2 mM y BSA a 120 pg ml™ en un volumen final de 25 ul. El
programa de amplificacién consté de una etapa inicial de 3 min 2 94°C seguida por 30 ciclos
de 1 mina 94°C, 30 s a 57°C y 2 min a 72°C. Finalmente se realizé una extensién de 20 min
a 72°C.

El gen amoA que codifica para la enzima amonio monoxigenasa se utilizé como
marcador molecular de las bacterias oxidadoras de amonio y se amplificé usando una
estrategia de PCR anidado (Yeagery col. 2005). Para la primera amplificacion se utilizaron
los partidores amoA-2F y amoA-SR (Tabla 1) a una concentracién de 230 nM.
Posteriormente 2 pl de una dilucién 1:10 del producto de la primera reaccion se usé como
ternplado en un segundo PCR con 660 nM de Ios partidores amoA-1F yamoA-2R (Tabla 1).
En ambas reacciones los reactivos se usaron a las siguientes concentraciones: 200 pM de
cada dNTP, 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), amortiguador de
PCR 1Xy 1,5 mM de MgCl,. Ademés, la mezcla se suplementd con 120 pg ml™ de BSA.
La primera amplificacidén del gen amod se realiz6 usando un método de fouchdown
(Webster y col. 2002) con los siguientes pasos secuenciales: 94°C por 5 min; 20 ciclos de
94°C por 40 s, 55°C por 50 s disminuyendo 0,5°C en cada ciclo hasta 45°C, 72°C por 1

min; luego 15 ciclos de 94°C por 40 s, 45°C por 50 s, 72°C por 1 min y una extensién final
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de 7 min a 72°C. Los pardmetros de amplificacién de la segunda reaccién fueron: 94°C por
5 min; 40 ciclos a 94°C por 45 s, 60°C por 1 min, y 72°C por 1 min; finalmente una
extension de 20 min a 72°C.

Los genes que codifican para las dos variantes de la enzima nitrito reductasa, nirK'y
nirS, se utilizaron como marcadores moleculares del grupo de desnitrificadores. En la
amplificacion del gen nirK se utilizaron los partidores nirK1F-nirK5R (Tabla 1) a una
concentracion de 400 nM. La mezcla de reaccién ademés contenia 200 uM de cada dNTP,
1,25 U RedAccuTag™ LA DNA polimerasa (Sigma-Aldrich Inc., Saint Luis, MO, USA),
amortiguador de PCR 1X, 1,5 mM de MgCl, y 400 ng pl? de BSA. El programa de
amplificacion consistié de una etapa inicial 2 94°C durante 3 min, seguida por 10 ciclos de
94°C por 30 s, 56°C por 30 s disminuyendo 0,5°C por ciclo y 72°C por 40 s, posteriormente
30 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 30 s y 72°C por 40 s, finalizando con una extension
final de 20 min a 72°C. El gen nirS se amplificé usando los partidores cd3aF v R3cd (Tabla
1) a una concentracién de 400 nM. La mezcla de reaccién se prepar6 usando las mismas
condiciones que para el gen nirk pero con 1 ug pl” de BSA. El programa de amplificacion
comenzd con una etapa de 2 min a 94°C seguida por 35 ciclos de 30 s 2 94°C, 1 mina 57°C
y 1 min a 72°C, la extension final se realiz6 durante 20 mina 72°C. La amplificacién de los
genes de desnitrificadores fue realizada en el Max-Planck-Institut fiir terrestrische
Mikrobiologie, Marburg, Alemania.

Para los anélisis de restriccién del gen tDNA 16S y de TRFLP del gen amod la
mezcla de reaccion se preparé en un volumen final de 25 pl que contenia GoTaq® Green

Master Mix (GoTaq® DNA Polimerasa en 1X Green GoTaq® Reaction Amortiguador (pH
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8,5), 200 uM de cada dNTP y 1,5 mM MgCl,) (Promega, Madison, WI, USA) v los
partidores a las concentraciones descritas anteriormente. Los programas de amplificacién
fueron los descritos anteriormente excepto que la extensién final fue de 7 min para el gen
IDNA 165 y de 10 min para el gen amod. Para obtener los fragmentos de restriccion
terminal del gen amod el partidor amoA-1F se marco en el extremo 5° con FAM (6-
carboxyfluoresceina).

Los productos de amplificacién del DNA se observaron por electroforesis a 100 V
durante 45 min en geles de agarosa al 1,2% en amortignador TAE 1X (Tris-acetato 40 mMy
EDTA 1 mM) tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug ml™) y visualizados mediante luz
ultravioleta. El DNA se cuantific6 usando el programa UN-SCAN-IT gel ™ versién 4.1 (Silk
Scientific Inc. Orem, UT, USA). Para determinar el tamarfio del fragmento se usé el
marcador de peso molecular A-HindIIl y/o 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
2.3.3. Clonacion y secuenciacion
Se construyé una genoteca de cada uno de los genes amplificados. Para ello 100 ng de los
productos de PCR se purificaron mediante el Wizard® DNA Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, USA). Los amplicones purificados de los genes tDNA 168 y amoA se ligaron
en el vector pTZS7R/T y se clonaron en células competentes de Escherichia coli XL1B
usando el InsTAcloneTM PCR Cloning Kit (Fermentas, Ambherst, NY, USA) segtin las
indicaciones del fabricante. Para los genes nirK y nirS, los amplicones se ligaron en el
vector pGem®-T Easy y se clonaron en células competentes de E. coli IM(109 usando el
pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI, USA) segiin las

indicaciones del fabricante.
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Los transformantes se crecieron en medio LB (1,0% Triptona; 0,5% extracto de
levadura; 1,0% NaCl; pH 7,0) y se seleccionaron por su resistencia a ampicilina (50 pg mi™)
y por su incapacidad de degradar el compuesto X-gal ((5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-
galactopiranésido) en presencia de IPTG (isopropil-B-D-tio-galactésido). Los clones
seleccionados se resuspendieron en 10 pl de amortiguador TE. EI DNA se obtuvo por lisis
celular mediante 8 ciclos sucesivos de choques térmicos de 1 mina 98°C/4°C. La presencia
del inserto esperado se determin6 por PCR utilizando los partidores pUCF y pUCR para los
genes tDNA 168 y amoA, mientras que la presencia de los insertos de los genes nirK'y nirS
se verifico utilizando los partidores M13F y M13R. La reacci6n contenfa ambos partidores a
una concentracion de 120 oM, 1,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)y
120 pM de cada NTP en amortiguador de PCR 1X, suplementado con MgCl, 2 mM y BSA
a 120 pg ml™. Los productos de PCR que presentaron un tamafio de inserto eéperado se
secuenciaron (Macrogen Inc., Seoul, South Korea) en un solo sentido con el partidor fD1
para los clones del gen tDNA 168, el partidor pUCF para el gen amod y el partidor M13F
paralos genes nirK'y nirS utilizando un Analizador Genético 3730XL (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). Los clones secuenciados se guardaron en glicerol al 20% a-80°C
(Sambrook y col. 1989).

2.5.4. Andlisis filogenéticos de secuencias

Se construyeron seis genotecas, cuatro para el suelo semiérido (fDNA 168, amod, nirK'y
nirS) y dos para el suelo drido (tDNA 168 y anod). Los genes nirK y nirS no pudieron ser
amplificados desde las muestras de suelo 4rido. Las secuencias obtenidas se relacionaron

con las disponibles en la base de datos del GenBank mediante el programa BLAST-n
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y se seleccionaron aquellas que presentaron mayor
identidad con los clones (>95%). Las secuencias se alinearon mediante la herramienta
ClustalW del programa Bjoedit version 7.0.5.2 (Hall 1999) y se construyé un arbol
filogenético para cada gen. Las distancias genéticas se calcularon usando el indice de Jukes
y Cantor (Jukes y Cantor 1969). La topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo
Neighbor — Joining (NJ) (Saitou y Nei 1987) usando el programa TREECON (Van de Peery
De Watcher 1994). Para estimar la robustez de los nodos se realizd un anélisis de bootstrap
de 1000 iteraciones. Las curvas de rarefaccién de cada gen se construyeron con el programa
Clusterer (Klepac-Ceraj v col. 2006).

Adicionalmente, los clones del gen amoA de ambos suelos se digirieron in silico
para confrontar los TRFs esperados con los observados en el analisis de TRFLP utilizando
el programa Bioedit versiéon 7.0.5.2 (Hall 1999). Se registr6 el tamafio del fragmento
terminal producido por la digestién de cada secuencia con las enzimas Haelll y Mspl.

Las secuencias de los diferentes genes obtenidos se depositaron en la base de datos
del GenBank. Los ntimeros de acceso para el suelo semidrido del matorral son: EU620169 a
EU620195 (168 rDNA), EU620196 a EU620223 (amoA4), EU645543 a EU645573 (nirK) y
EU650277 a EU6563 16 (nirS). Para el suelo drido del desierto: EU603370 a EU603398
(rDNA 168) y EU616583 a EU616610 (amoA)

2.5.5. Andlisis de restriccion del gen rDNA 16S (ARDRA)
Los productos de PCR del gen rtDNA. 168 se purificaron mediante el Wizard® DNA Clean-
Up System (Promega, Madison, WI, USA) y se cuantificaron en geles de agarosaal 1,2% en

amortiguador TAE 1X tal como se describi6 previamente. Cien nanogramos del producto de
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PCR se digirieron con 20 U de las enzimas de restriccién Haelll y Mspl (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) en reacciones separadas durante 12 h a 37°C, posteriormente las

enzimas se inactivarons a 65°C por 10 min. El producto de la digestién se corrié durante 4

horas 2 200 V en electroforesis vertical en geles de acrilamida-bisacrilamida (19:1) al 8% en
amortiguador TAE 1X. El tamafio de los fragmentos de digestién se determin comparando

con el estandar de peso molecular 50 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las bandas se
visualizaron mediante tincién con nitrato de plata usando una modificacién del protocolo
descrito por Neilan y col. (1994). Brevemente, los geles se fijaron en etanol al 10% durante
5 min, se sumergieron en HNO; al 1% durante 5 min, se lavaron tres veces con agua
desionizada y se colocaron en una solucién de AgNO; al 0,2% durante 20 min en oscuridad.
Finalmente, los geles se lavaron con agua desionizada durante 1 min y se les afiadié una
solucion de NaCO; 0,28 M suplementada con formaldehido al 0,5%. Los geles se agitaron
hasta la aparicién de las bandas. La reacci6n de tincién se detuvo sumergiéndolos 5 min en
acido acético al 10%.

2.5.6. Resolucion por TRELP del gen amod

Los productos de PCR marcados con fluorescencia se purificaron mediante el Wizard®
DNA. Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) y se cuantificaron en geles de
agarosa al 1,2% en amortiguador TAE 1X. Cien nanogramos del producto de PCR se
digirieron con 20 U de las enzimas de restriccion Haelll y Mspl (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) en reacciones separadas durante 12 h a 37°C, posteriormente las enzimas se
inactivaron a 65°C por 10 min. Una alicuota de cada producto digerido se mezclé con

formamida desionizada y un marcador de peso molecular interno (<500 pb). Los fragmentos
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de digestion se separaron por electroforesis capilar en un Analizador Genético ABI PRISM
310 (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany).
2.5.7. Estandarizacién y andlisis de los perfiles de TRFLP
El tamafio en pares de bases de los fragmentos terminales de restriccion (TRFs), la altura y
el 4rea de los picos en los electroferogramas se determinaron con el programa GeneScan 3.1
(Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). Para el analisis se incluyé sélo aquella
fraccién del electroferograma comprendida entre los 30 y 500 pb. Se analizaron los TRFs
con una fluorescencia asociada de 30 unidades o mas ya que se distinguieron claramente de
la fluorescencia basal. Para corroborar la reproducibilidad del método de TRFLP se
eligieron muestras al azar y se procesaron por duplicado partiendo del mismo extracto de
DNA. El andlisis de éstas demostré que la diferencia entre ellas no sobrepasa el 5%. Los
patrones obtenidos a partir de las diferentes muestras se estandarizaron mediante un
procedimiento de normalizacién iterativo (Dunbar y col. 2001), a partir del cual se
determin la fluorescencia relativa de los TRFs. Adicionalmente los perfiles se alinearon
manualmente para evitar la identificacién errénea de un TRF. Los fragmentos de diferentes
longitudes representan distintas unidades taxonémicas operacionales (OTUs) y no
necesariamente especies bacterianas individuales. Por lo tanto la fluorescencia de cada TRF
se utilizé como un indicador de la abundancia relativa de los OTUs identificados en cada
muestra. Los datos de las digestiones con dos enzimas de restriccién se combinaron para los
analisis posteriores (Dunbar y col. 2001).

Para comparar los perfiles de TRFLP se utilizé la abundancia relativa de cada OTU

y se calculd la distancia Euclideana (Manly 1994). El dendrograma se construyé aplicando
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el algoritmo UPGMA (Li 1981) en el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem,
Blairgowrie, UK). El valor estadistico de los nodos (P < 0,05) se determiné por anslisis de
MonteCarlo con 1000 iteraciones de la matriz en el programa PopTools versién 2.5 (Hood
2000). Ademés, los datos de porcentajes de fluorescencia relativa de cada TRF se tradujeron
a una matriz binaria de presencia-ausencia. En este caso las distancias genéticas se
calcularon usando el indice de coincidencia simple (Sneath y Sokal 1973). La topologia del
dendrograma se infirié mediante anélisis de UPGMA con el programa TREECON (Van de
Peer y De Watcher 1994). La robustez del agrupamiento se validé mediante analisis de
bootstrap con 1000 iteraciones.
2.5.8. Relacion entre diversidad genética y factores eddficos
El Anilisis de Correspondencia Canénica (CCA) es un método mulfivariado de analisis
directo adecuado para describir la relacién entre la diversidad genética (TRFLP) y las
variables edaficas (Yang y Crowley 2000; Yannarell y Triplett 2005; Morales y col. 2006;
Cérdova-Kreylos y col. 2006). Sin embargo, para la aplicacién de estos andlisis es necesario
comprobar que las variables medidas no estén fuertemente correlacionadas. Este fenémeno
_podria afectar el andlisis haciendo los coeficientes de correlacién muy inestables (Ter Braak
1990). La posible correlacion entre los factores ambientales analizados se evalué mediante
el coeficiente de Pearson segiin el modelo de regresion lineal usando el programa GraphPad
Prism version 4.0 &GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Posteriormente se realizo el
CCA donde se relacionaron los perfiles de TRFLP, considerando la abundancia relativa de
cada TRF, con los pardmetros edéficos correspondientes a los suelos de cada tipo y

tratamiento. Las variables edaficas fueron: contenido hidrico (CH), materia organica (MO),
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PH, potencial de 6xido-reduccion (ORP), contenido de nitrato (NO3") y contenido de amonio
(NH;"). E1 CCA se realizé en el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem, Blairgowrie,
UK). El significado estadistico (P < 0,05) de la relacién entre la diversidad genética y cada
parametro edéfico del CCA se obtuvo a través de la prueba de MonteCarlo con 1000
permutaciones de la matriz, bajo el modelo completo con el programa CANOCO 4 (Ter
Braak y Smilauer 1988). De la misma manera se determind el valor estadistico individual
del eje candnico 1 (CCALl) y de la totalidad de los ejes candnicos. El modelo completo
incluy6 las variables ambientales como parte del mismo y disminuye la probabilidad de
cometer error Tipo II. Por el contrario, el modelo reducido excluye las variables a probar del
modelo y permite el mantenimiento de error Tipo I en muestras pequefias (Ter Braak y

Smilauer 1988).

2.6. DIVERSIDAD METABOLICA

2.6.1. Perfiles fisiologicos a nivel comunitario (CLPP)

Para estudiar la diversidad fisiol6gica de las comunidades bacterianas se usaron las placas
Biolog EcoPlate™ (Biolog Inc., Hayward, CA, USA) (Garland 1997). Estas placas, estan
disefiadas para caracterizar las comunidades microbianas en funci6n de la utilizacion de 31
fuentes de carbono. Para inocular las placas se tomé el equivalente a 1 g de PS de suelo de
cada muestra, se resuspendié en 9 ml de PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM
Na;HPO4; 2 mM KH,P0y) y se agit6 toda la noche. La solucién de suelo se hizo pasar por
un papel de filtro (8 pm de poro) y 100 pl de la misma se inocularon en cada pocillo. Las

placas se incubaron durante 192 h a 25°C en una cdmara hiimeda. La aparicién de color en
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los pocillos individuales se registré cada 24 ha lo largo de todo el experimento midiendo la
densidad 6ptica (OD) a 490 nm utilizando un lector de ELISA.
2.6.2. Estimacion de la diversidad metabélica de la comunidad
A partir de los perfiles fisiologicos comunitarios (CLPP) se calcularon dos parametros para
describir la diversidad metabélica de la comunidad microbiana: ) el promedio de la
respuesta metabélica (AMR) que describe la respiracién promedio de las fuentes de carbono
de la comunidad microbiana y que se calcula como el promedio de las diferencias medias
entre la OD de los pocillos conteniendo fuentes de carbono y el pocillo control; yii)la
diversidad metabélica de cada muestra (CMD) que representa el miimero de sustratos
utilizados por la comunidad microbiana y es analogo a la riqueza metabdlica de la
comunidad. La CMD se calcula sumando el niimero de respuestas positivas (pocillos de
color purpura) observadas durante la incubaci6n. El umbral de OD por encima de la cual la
coloraci6n plirpura indica un uso de la fuente de carbono por la comunidad microbiana se
establecié en 0,25 (Garland 1997). Cada uno de estos pardmetros se graficaron contra el
tiempo de incubacién para obtener una cinética metabélica de la comunidad microbiana.
A partir de los datos de OD de cada pocillo se estimé la diversidad metabélica
bacteriana asociada con los diferentes tipos de suelo y tratamiento. Para ello se caleulé el
indice de Shannon (H’) segin la formula H = -3p, In p; (Begon y col. 1990) donde pi
significa la proporcion del uso de cada fiiente de carbono, respecto al total de las fuentes de
carbono usadas como sustrato. Asf también, se determiné el indice de equitatividad (J)

usando la férmula J = H/Hméx (Begon y col. 1990) donde: Hméx = In S, siendo S el
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niimero promedio total de fuentes de carbono que cada comunidad fue capaz de utilizar. Los
calculos se realizaron con el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).
Adicionalmente, con los datos de OD de la lectura en cada pocillo se construy6 una
matriz para comparar las muestras. Para ello se calcul6 la distancia Euclideana (Manly
1994) considerando los valores de OD de cada pocillo. El dendrograma se construyé
aplicando el algoritmo UPGMA (Li 1981) en el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem,
Blairgowrie, UK). El valor estadistico de los nodos (P < 0,05) se determind por analisis de
MonteCarlo con 1000 iteraciones de la matriz en el programa PopTools version 2.5 (Hood
2000). Ademads, los datos de OD de cada pocillo se tradujeron a una matriz binaria de
presencia-ausencia. En este caso las distancias genéticas se calcularon usando el indice de
coincidencia simple (Sneath y Sokal 1973). La topologia del dendrograma se infirié
mediante analisis d¢ UPGMA con el programa TREECON (Van de Peer y De Watcher
1994). La robustez del agrupamiento se validé mediante andlisis de bootstrap con 1000
iteraciones,
2.6.3. Relacion entre diversidad metabdlica y factores eddficos
Para establecer las correlaciones entre los patrones de CLPP y los factores ed4ficos se
realiz6 un anlisis de correspondencia canénica (CCA), considerando la densidad ptica de
cada pocillo, con los parimetros edéficos correspondientes a los suelos de cada tipo y
tratamiento. Las variables edaficas fueron: contenido hidrico (CH), materia organica (MO),
pH, potencial de 6xido-reduccién (ORP), contenido de nitrato (NO5") y contenido de amonio
(NH4"). EI CCA se realizé en el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem, Blairgowrie,

UK). El significado estadistico (P <0,05) de la relacién entre la diversidad genética y cada
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pardmetro edafico del CCA se obtuvo a través de la prueba de MonteCarlo con 1000
permutaciones de la matriz, bajo el modelo completo con el programa CANOCO 4 (Ter
Braak y Smilauer 1988). De la misma manera se determin6 el valor estadistico individual

del eje candnico 1 (CCAL1) y de la totalidad de los ejes canénicos.
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RESULTADOS

3.1. COMPOSICION DE LA COMUNIDAD BACTERIANA TOTAL, DE LAS ‘BACTERIAS
NITRIFICADORAS Y DE LAS BACTERIAS DESNITRIFICADORAS EN EL SUELO SEMIARIDO DEL
MATORRAL Y EL SUELO ARIDO DEL DESIERTO

3.1.1. Composicion de la comunidad bacteriana total

Para obtener una aproximacién experimental de la composicién de las comunidades
bacterianas presentes en las muestras de suelo 4rido y semidrido, se construyeron dos
genotecas de amplicones del gen rDNA 168, una para cada tipo de suelo, y se identificaron
los clones mediante secuenciacion. Los clones secuenciados se relacionaron con secuencias
disponibles en la base de datos del GenBank (Tabla A1, Anexos).

Un 78% y 76% de las secuencias obtenidas para el suelo semidrido y 4rido
respectivamente, presentaron la identidad més alta con clones procedentes de muestras
ambientales, es decir cepas que no han sido aisladas y cultivadas. Sélo el 22% y 24%
restantes correspondieron a bacterias cultivadas e identificadas. La mayorfa de los clones
presentaror; la identidad de secuencia més alta con clones o cepas obtenidos a partir de
muestras de suelo de diferentes origenes, con porcentajes de identidad mayores en el suelo
semidrido que en el drido (89% y 69%, respectivamente) (Tabla A1, Anexos).

El suelo arido del desierto mostré mayor riqueza de filotipos que el suelo del
matorral semidrido (Figuras 6 y 7). En el suelo semidrido del matorral esclerdfilo,

Acidobacteria fue el phylum dominante (29,6% de los clones), mientras que en el suelo
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arido del desierto este grupo represento sélo un 3,5% de los clones. En cambio, en el suelo
arido domind Firmicutes (41,4% de los clones), grupo que estuvo sélo representado por un
3,7% de los clones del suelo semidrido. Los firmicutes del suelo 4rido del desierto, cuando
se pudieron clasificar a nivel de clase, estuvieron relacionados a Bacilli (F 1guras 6y7).

Las actinobacterias estuvieron igualmente representadas en ambas genotecas (18,5%
y 17,2% de los clones de suelo semiérido y 4rido, respectivamente). En el suelo semidrido
los clones pertenecientes a la clase Actinobacteria se asociaron a los 6rdenes
Rubrobacterales y Actinomycetales. Dentro del orden Actinomycetales, los clones se
relacionaron a los sub6rdenes Micromonosporineae y Frankineae. En el suelo arido los
clones relacionados con Actinobacterias se asociaron a secuencias del orden
Actinomycetales, y a los sub6rdenes Micrococcineae y Corynebacterineae (Figuras 6 y 7).

En el caso de los clones asociados a los bacteroidetes, estuvieron representados en el
suelo semidrido por un 18,5%; en cambio en el suelo 4rido sélo alcanzaron un 6,9%,
uniéndose en ambos suelos a secuencias de la clase Sphingobacteria. Por el contrario, el
phylum Gemmatimonadetes fiie més abundante en el suelo 4rido (10,3%) que en el
semiarido (3,7%) (Figuras 6 y 7).

El grupo de las protecbacterias constituyé un 18,5% de los clones del suelo
semidrido y un 10,34% de los clones del suelo drido. En el suelo semiarido sélo se
encontraron representantes de la clase Alphaproteobacteria, ausente en el suelo érido.
Dentro de la clase Alphaproteobacteria, los clones del suelo semiarido se asociaron a
secuencias de los 6rdenes Rhodobacterales y Rhizobiales, Por el contrario, en el suelo arido

se encontraron clones asociados a Beta-, Delta- y Gammaproteobacteria (Figuras 6 y 7).
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Finalmente, Verrucomicrobia se encontrd solo en el suelo semiarido, mientras que

Nitrospirae, Chloroflexi y Planctomycetes sdlo se encontraron en el suelo drido. Sin

embargo, cada uno de estos grupos estuvo escasamente representado en cada tipo de suelo

(Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen rDNA 168 (en
negrita) del suelo semidrido (M: matorral). Las secuencias se alinearon usando el programa
Clustal W (Bioedit, version 7.0.5.2). Se us6 el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del arbol se infiri6 mediante el algoritmo Neighbor-
Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Se incluyeron secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el ndimero de
acceso. El gen rDNA 168 de Methanococcus maripaludis S2 (NC005791) se utilizé para
enraizar el arbol. Se muestran los valores de boostrap sobre 70.
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Figura 7. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen rDNA 16S (en
negrita) del suelo arido (D: desierto). Las secuencias se alinearon usando el programa
ClustalW (Bioedit, version 7.0.5.2). Se uso el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor-
Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Se incluyeron secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el nimero de
acceso. El gen tDNA 168 de Methanococcus maripaludis S2 (NC005791) se utiliz6 para

enraizar el arbol. Se muestran los valores de hoostrap sobre 70.
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3.1.2. Composicion de las bacterias nitrificadoras

La composicién de los nitrificadores fue determinada por clonacién y secuenciacién del gen
amod, el cual codifica para la subimidad o de la enzima amonio monooxigenasa. Tanto en
el suelo 4rido como en el semiérido, todos los clones obtenidos se asociaron a secuencias
del género Nitrosospira (Figuras 8 y 9). En ningiin caso los clones secuenciados se
relacionaron con el género Nitrosomonas, por lo que N. europaea se us6 como grupo
externo en los anélisis. Los clones de ambos suelos se unieron a especies del grupo 3 del
género Nitrosospira segin la clasificacién de los oxidadores de amonio basada en el rDNA
168 (Stephen y col. 1996), aunque en general no se unieron a las mismas secuencias.

En el suelo semiérido del matorral un 39,3% de los clones se unieron a los clones
ambientales 3-14 (AY667589) y Nitrosospira sp. Ntl (AY445617) y un 25% al clon
ambiental 20-7 (AY667602). Ninguno de los clones del suelo arido del desierto se relacioné
con estos clones ambientales. Ademas, un 17,9% de los clones del suelo semiérido se
relacionaron al clon ambiental QY-A30 (EF207206), el cual se agrupé junto a un cluster
formado por Nitrosospira briensis y dos de los clones obtenidos en este trabajo. Por {iltimo,
uno de los clones del suelo semidrido se relacioné directamente con Nitrosospira briensis.

En el suelo 4rido del desierto el grupo de clones més abundante (28,6%) no se umid a
ninguna secuencia reportada en la base de datos. Un 21,4% de los clones obtenidos de este
suelo se unieron al clon ambiental QY-AS5 (EF207181), ninguno de los obtenidos para el
suelo semidrido se relaciond con este clon. Asimismo, 25% de los clones del suelo arido
estuvieron agrupados junto a los clones ambientales A25 (EF122020), A33 (EF122028) y

FQ-A5 (EU137853) los cuales no se relacionaron con clones obtenidos del suelo semidrido.
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Figura 8. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen amoA (en
negrita) del suelo semiarido (M: matorral). Las secuencias se alinearon usando el programa
Clustal W (Bioedit, versién 7.0.5.2). Se usé el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del 4rbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor-
Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Se incluyeron secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el mimero de
acceso. El gen amoA de Nitrosomonas europaea (AB070981) se utiliz6 para enraizar el
arbol. Se muestran los valores de boostrap sobre 70.
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Figura 9. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen amod (en
negrita) del suelo 4rido (D: desierto). Las secuencias se alinearon usando el programa
Clustal W (Bioedit, version 7.0.5.2). Se uso6 el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor-

Joining con 1000 iteraciones de boofstrap. Se

incluyeron secuencias publicadas en el

GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el mimero de
acceso. El gen amod de Nitrosomonas europaea (AB070981) se utilizé para enraizar el

arbol. Se muestran los valores de boostrap sobre

70.
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3.1.3. Composicion de las bacterias desnitrificadoras

La oxidacién de nitrito a 6xido nitrico distingue a los desnitrificadores de las demas
bacterias que respiran nitrato. Esta reaccion es central en la desnitrificacion y es catalizada
por dos tipos diferentes de nitrito reductasas codificadas por los genes nirK y nirS. En el
suelo drido no se detectd la presencia de genes de desnitrificadores con la metodologia
utilizada, lo cual sugiere una reducida abundancia de este grupo.

La secuenciacién y analisis filogenético de los clones del gen nirK del suelo
semidrido revelaron que la mayor parte de las secuencias se relacionaron con clones de
desnitrificadores ain no cultivados obtenidos de diferentes tipos de suelos. La bacteria
desnitrificadora cultivada mas cercana a los clones de este estudio es Blastobacter
denitrificans. Tres clones, M-nirK-59, M-nirK-19 y M-nirK-38, se ubicaron distantes del
resto de los clones. Ademaés, dos de estos clones estuvieron cercanos al cluster formado por
Alcaligenes faecalis y Ochrobactrum anthropi. Sin embargo, ningin clon obtenido se
relacioné directamente con microorganismos identificados. Asimismo, se destaca un cluster
formado exclusivamente por clones de este trabajo (Figura 10).

Los clones del gen nirS del suelo semiarido aparecieron mas distribuidos en el rbol
filogenético. A diferencia de los clones del gen nirK, algunas secuencias del gen nirS, se
encontraron asociadas cercanamente con microorganismos identificados. El clon M-nirS-28
se relaciond con Pseudomonas chloritidismutans y el clon M-nirS-1 con Azoarcus sp.
EbNI1. Ademés, se observaron tres grupos de clones que aparecieron més relacionados con
Dechloromonas sp. R-28400, con Alcaligenes eutrophus H16 y con Roseobacter

denitrificans ATCC33942T (Figura 11).
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Figura 10. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen nirK (en
negrita) del suelo semidrido (M: matorral). Las secuencias se alinearon usando el programa
ClustalW (Bioedit, version 7.0.5.2). Se uso el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del arbol se infiri6 mediante el algoritmo Neighbor-
Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Se incluyeron secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el numero de
acceso. El gen nirK de Nitrosomonas sp. (AF339049) se utiliz6 para enraizar el arbol. Se
muestran los valores de boostrap sobre 70.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en las secuencias de los clones del gen nirS (en
negrita) del suelo semidrido (M: matorral). Las secuencias se alinearon usando el programa
ClustalW (Bioedit, version 7.0.5.2). Se uso el indice de Jukes y Cantor para calcular las
distancias genéticas. La topologia del arbol se infiri6 mediante el algoritmo Neighbor-
Joining con 1000 iteraciones de bootstrap. Se incluyeron secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el nimero de
acceso. El gen nirN de Pseudomonas aeruginosa (D84475) se utiliz6 para enraizar el arbol.
Se muestran los valores de boostrap sobre 70.
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3.1.4. Curvas de rarefaccion

Para analizar la riqueza de cada uno de los grupos estudiados en los dos tipos de suelo, se
trazaron curvas de rarefaccion basadas en el mimero de secuencias obtenidas (Figura 12). La
linealidad de las curvas de rarefaccion del gen tDNA 16S de ambos tipos de suelo indican
que el namero de secuencias obtenidas no es suficiente para representar el nimero de
secuencias presentes en estos suelos. El miimero de clusters formados por los nitrificadores
en el suelo semidrido fue menor que en el suelo 4rido, a pesar de que el esfuerzo de
muestreo fue el mismo. Finalmente, el suelo semiarido presentd una mayor diversidad
genética para el gen nirS que para el nirK. La curva para el gen nirK muestra una tendencia
curvilinea, lo que indica que el anélisis realizado abarc6 la mayoria de la diversidad de este
gen, Sin embargo, la curva para el gen »irS muestra una tendencia curvilinea débil,
indicando que su riqueza fue subestimada en este ambiente, a pesar de que el esfuerzo de
muestreo fue mayor. No obstante, los clones obtenidos en las distintas genotecas

representarian las secuencias méas abundantes en estos tipos de suelos.
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Figura 12. Curvas de rarefaccién A: para los genes rDNA 168, amoA, nirK y nirS del suelo
semidrido (M: matorral); y B: para los genes rtDNA 16S y amod del suelo arido (D:
desierto).
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3.2. DISENO DE LOS MICROCOSMOS

Para estudiar el efecto de la precipitacién dcida de Nr se disefiaron microcosmos con suelo
semidrido del matorral escleréfilo de Chile central y con suelo 4rido del desierto de
Atacama. Para evaluar el efecto de esta perturbacion sobre los pardmetros edéficos y la
microbiota bacteriana del suelo se aplicé un tratamiento combinado de nitrégeno y 4cido
adicionando una solucién cida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™) al inicio de Ia
incubacion de los microcosmos. Para separar los efectos del pH y el nitrdgeno se realizaron
los siguientes tratamientos, todos ellos al 60% de la capacidad de retencién de agua: i)
adicién de agua desionizada; ii) adicién de una solucidn écida (pH 4,0) sin nitrato de
amonio; iif) adicién de una solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g™); iv)
adicién de solucién acida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™). La incubacién se
realizé durante 84 dias a 25°C.

Inicialmente se probaron dos sistemas diferentes, botellas de vidrio de 20 mi con
tapa a rosca y cajas plasticas de 250 ml. Las mediciones de materia organica (MO), pH,
potencial de éxido-reduccién (ORP) y los contenidos de nitrato (NO;") y amonio (NH; ")
indicaron que no hubo diferencias significativas entre los dos tipos de recipientes. Sin
embargo, se selecciond el disefio de cajas tinicas para todas las determinaciones de un
tratamiento, lo cual reduciria la variabilidad en las determinaciones debidas a ‘muestras
independientes. Con el disefio de botellas, las muestras en los distintos tiempos de
incubacion de un microcosmos son independientes. Si bien este disefio podtfa minimizar la
perturbacién de los microcosmos en cada muestreo, podria tedricamente aumentar la

variabilidad entre los diferentes muestreos.
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3.3. EVALUACION DEL EFECTO DE LA PRECIPITACION ACIDA DE NITROGENO REACTIVO
SOBRE LOS PARAMETROS EDAFICOS Y LAS ACTIVIDADES MICROBIANAS

3.3.1. Factores eddficos

Larelacién C/N y los contenidos de nitrogeno, fésforo y potasio disponibles fueron medidos
cada 28 dfas para cada tratamiento durante el tiempo de incubacién de los microcosmos de
ambos tipos de suelo (Tabla A2, Anexos). Los nutrientes disponibles mostraron poca
variacion durante el tiempo, lo que garantiza que ninguno de ellos fue limitante durante la
incubacién. S6lo se observaron diferencias en el contenido de nitrégeno en los tratamientos
en los cuales fue adicionado Nr. La relacién C/N fue similar en ambos tipos de suelo
mientras que los contenidos de nitrégeno y fésforo fueron mayores en el suelo semisrido.
Por el contrario, los niveles de potasio fueron mayores en el suelo arido.

En la Figura 13 se muestran las variaciones de los pardmetros edéficos medidos
semanalmente para cada tratamiento durante el tiempo de incubacién de los microcosmos de
ambos tipos de suelo. El porcentaje de materia orgdnica (MOQ), para ambos tipos de suelo,
no presentd variaciones en cuanto al tratamiento aplicado. Sin embargo, se observaron
algunas fluctuaciones en el tiempo de incubacién que en ambos casos fueron de + 20%. El
suelo semidrido present6 un contenido de MO 10 veces mayor que el suelo 4rido.

Durante la incubacién de los microcosmos el contenido hidrico (CH) disminuyé
rapidamente en el suelo 4rido y mds lentamente en el suelo semiérido, alcanzando a los 7
dias la humedad que presentaban los suelos antes de Ia aplicacién de los tratamientos.
Consistente con la disminucion en el CH, el potencial de 6xido-reduccién {ORP) aumento

durante la incubacién, e indicd condiciones aerGbicas durante todo el ensayo (Figura 13).
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Figura 13. Pardmetros edédficos determinados durante el tiempo de incubacién de los
microcosmos de suelo semidrido (matorral) y arido (desierto), con los distintos tratamientos
aplicados. Valores promedio + EE. pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido
hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH,"); contenido de nitrato
(NOy"). Tratamientos: tH2O: agua desionizada (rombo); tAc: solucién dcida (pH 4,0) sin Nr
(cuadrado); tNr: solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g™} (tridngulo);

tNrAc: solucién 4cida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™) (circulo).
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El pH disminuyé levemente en el suelo drido hacia el final de la incubacidn,
mientras que en el suelo semiérido la disminucion fue de mayor magnitud. Al menos parael
suelo semidrido, esta disminucion puede ser el resultado del incremento que se observé en el
contenido de nitrato (NO5’), lo que sugiere una posible actividad de nitrificacién en los
primeros 42 dias, siendo este efecto mayor para los tratamientos conteniendo Nr (Figura 13).

Més aun, se observé un aumento en el contenido de amonio (NH;") al inicio de la
incubaci6n, con una tendencia subsecuente a disminuir que se mantuvo durante el resto de la
incubacion. Sin embargo, en el suelo drido ni el contenido de nitrato ni el contenido de
amonio presentaron cambios durante la incubaci6n, aunque los contenidos fueron mayores
en los tratamientos con Nr (Figura 13).

De acuerdo al ANOVA de dos vias (Tabla A3, Anexos), no se observaron
diferencias significativas del pH, ORP, CH y MO entre los tratamientos. Sin embargo, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tiempos de
incubacién, en ambos tipos de suelo, para todos los pardmetros edéficos medidos. El factor
tiempo dio cuenta de la mayor parte de la varianza total contenida en los datos de pH
(77,82% y 79,35% para suelo semiarido y 4rido, respectivamente), ORP (74,33% y
83,85%), CH (92,51% y 88,75%) y MO (46,49% y 36,46%). Con respecto a los contenidos
de NOs"y NH,", la varianza fue estadisticamente explicada por el factor tratamiento en el
caso del suelo drido (62,55% y 85,84%, respectivamente). En cambio, en los microcosmos
de suelo semidrido, la varianza en el contenido de NH," fue explicada por el factor tiempo
de incubacion (39,52%) y en el caso de NO; tanto el factor tiempo (43,82%) como el factor

tratamiento (38,40%) dieron cuenta de la varianza observada (Tabla A3, Anexos).
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Al analizar las correlaciones de los pardmetros edéficos medidos (Tabla 2), se
observa que hubo una correlacion estadisticamente significativa entre el CH y el ORP para
ambos tipos de suelo en todos los tratamientos (r=-0,41; P=0,0093 ar= -0,69; P <0,0001
para suelo semidrido y r=-0,47; P =0,0024 ar=-0,51; P = 0,0008 para suelo 4rido) asila
perdida de agua estuvo relacionada con un aumento del potencial redox (Tabla 2).

Ademsds, en los microcosmos de suelo semiarido, se observé correlacion
significativa entre la disminucion del pH y el CH (r = 0,44; P = 0,0054 ar = 0,61; P <
0,0001). Asimismo, el aumento en el contenido de NO;”se correlaciond significativamente
con esta disminucién (r = -0,38; P=0,0167 ar=-0,55; P=0,0003 y r=-0,52; P =0,0008 a
r = -0,68; P < 0,0001 para pH y CH, respectivamente) (Tabla 2). Ademéds, en el
microcosmos de suelo semidrido, se observé que el incremento en la produccién de NO53”
aparecié correlacionado con una disminucién en el contenido de NH,* (r=-041;P = 0,0098
ar=-0,85; P <0,0001) (Tabla 2).

Dado que ¢l contenido de NOjs” fue el que present6 las mayores variaciones durante
la incubacién de los microcosmos, los valores obtenidos con técnicas colorimétricas se
corroboraron por cromatografia idnica. En la Figura 14 se muestra la variacién del
contenido de nitrato durante la incubacién, determinado por ambas técnicas. Los datos
muestran un mayor contenido de nitrato en los microcosmos tratados con Nr, durante todo el
periodo de incubacién. También se observd un aumento de nitrato en las primeras semanas
de los microcosmos, posiblemente debido a actividad de nitrificacién, la cual fue mayor en

presencia de Nr.
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Figura 14. Contenido de nitrato (NOj3) para cada tratamiento durante el tiempo de
incubacion de los microcosmos de A. suelo semiarido (matorral) y B. 4rido (desierto). Las
lineas representan mediciones colorimétricas y las barras mediciones cromatogréficas.
Valores promedio + EE. Tratamientos: tH20: agua desionizada (rombo, primera barra); tAc:
solucidn 4cida (pH 4,0) sin Nr (cuadrado, segunda barra); tNr: solucién neutra (pH 7,0) de
nitrato de amonio (100 g g™) (tridngulo, tercera barra); tNrAc: solucién dcida (pH 4,0) de
nitrato de amonio (100 pg g™) (circulo, cuarta barra).

El contenido de nitrito (NO;"), durante toda Ia incubacién, fue muy cercano a cero, 0
indetectable con la metodologia utilizada (datos no mostrados). Esto concuerda con las
rapidas transformaciones que este compuesto suftre en el suelo.

3.3.2. Actividades microbianas
Las tasas de amonificacién, nitrificacién y desnitrificacin se estimaron cada 28 dias, para
los microcosmos de ambos tipos de suelo y para cada tratamiento. Durante los primeros 28

dias de incubacidn, se observé produccién de amonio en todos microcosmos de suelo
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semidrido siendo mayor la produccion en aquellos microcosmos tratados con Nr, este
aumento probablemente fue debido a amonificacién desde la materia organica en el suelo
semidrido. En el caso de los suelos dridos la produccién de amonio se detectd sélo en
aquellos microcosmos tratados con Nr {Figura 15).

Para ambos suelos se observé un consumo de nitrato durante el primer periodo de
incubacion (28 dias), en parte explicado por la actividad de desnitrificacién observadaen el
mismo periodo, la cual fue mayor en los microcosmos tratados con Nr. No se observé efecto
del tratamiento 4cido sobre esta actividad (Figura 15). Posteriormente se observé una
pérdida de la actividad desnitrificante con el tiempo de incubacién de los microcosmos. Por
otro lado, los microcosmos presentaron actividad nitrificante a los 28 dias de incubacioén
(Figura 15), siendo mayor en el caso del suelo semidrido (Figura 14).

Estas actividades microbianas, de acuerdo a un ANOVA de dos-vias, presentaron
diferencias significativas en el tiempo (P < 0,0001). Asi el factor tiempo explicd mas del
60% de la varianza total en el suelo semidrido (64,99%; 72,14% y 62,33% para
amonificacién, nitrificacién y desnitrificacion, respectivamente). En los microcosmos de
suelo 4rido, el efecto del tiempo fue estadisticamente significativo (P < 0,0002) para
explicar la varianza observada (53,89%; 25,50% y 25,68% para amonificacién, nifrificacion
y desnitrificacidn, respectivamente). Sin embargo, debido a que la interaccion “tratamiento
x tiempo” también contribuy6 a explicar significativamente un porcentaje importante de la
varianza (37,08%; 37,65% y 52,50% para amonificacion, nitrificacién y desnitrificacion,
respectivamente), los valores de P para los factores tiempo de incubacion y tratamientos por

separado son dificiles de interpretar (Tabla A3, Anexos).




57

Suelo Semiarido Suelo Arido
200 200
amonificacién
150
100
50
L0
-50
-100
-150
— : 200
nitrificacian
150 150
= 100 100
g 50 T — 50
S o —-I—I—I-I—-I—I-Irm
=
2 50 = -50
2
-100 =100
-150 -150

7 ] 7

8 desnitrificacion &

5 5
L4 4
'.'E 3 3
o

2 4 2
) T
= 171 1
2 0 L sde oo ™| 0
=

=1 _[ 1

-2 -2

I n [} W | ] m N
o{H20 atAc EiNr miNrAc OtH20 EtAc EiNr miNrAc

Figura 15. Tasas de amonificacién, nitrificacion y desnitrificacién durante el tiempo de
incubacién de los microcosmos de suelo semiarido (matorral) y arido (desierto). Valores
promedio = EE. Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc: solucién dcida (pH 4,0) sin Nr;
tNr: solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g™); tNrAc: soluci6n 4cida {(pH
4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™). Periodos: I: 0-7 dias; II: 7-28 dias; I1l: 28-36 dias; IV:
56-84 dias.
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El aumento en la produccién de nitrato estuvo fuertemente correlacionada con ia
disminucién del CH (r=-0,52; P=0,0859 ar=-0,80; P=0,0017yr=-0,87;P=0,0003 ar
=-0,93; P<0,0001 para suelo semidrido y rido, respectivamente). Ademas, la pérdida de
las actividades de amonificacién y desnitrificacion durante la incubacién de los
microcosmos, concomitante con la pérdida de agua, sugiere un efecto importante del CH del
suelo sobre estas actividades microbianas. Este efecto fue mas notable en el suelo semiérido
donde la pérdida de agua fue maés lenta (r = 0,56; P = 10,0589 ar=0,89; P <0,0001 yr=
0,72; P = 0,008 a r = 0,93; P < 0,0001 para amonificaciéon y desnitrificacion,
respectivamente). En el caso del suelo arido la desnitrificacion fue la actividad mas
~ correlacionada con la pérdida de agua (r = 0,53; P = 0,0777 ar = 0,91; P < 0,0001). Para
confirmar esta observacién, se rehidrataron muestras del tltimo submuestreo (84 dias) con
agua desionizada hasta alcanzar nuevamente el 60% de la capacidad de retencién de cada
uno de los suelos. De esta manera se logré recuperar la actividad de desnitrificacién inicial

obtenida para el tratamiento con agua destonizada (Figura 16).
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Figura 16. Recuperacién de la actividad potencial de desnitrificacion inicial por
rehidratacion de las muestras al final de la incubacidén de los microcosmos de suelo A.
semiarido (matorral) y B. arido (desierto). Valores promedio + EE. Tratamientos: tH20:
agua desionizada; tAc: solucién 4cida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucion neutra (pH 7,0) de
nitrato de amonio (100 pg g™); tNrAc: solucién dcida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg
g™). Perfodos: I: 0-7 dias; II: 7-28 dias; ITI: 28-56 dias; IV: 56-84 dias. IV rw: rehidratacion
a los 84 dias.
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3.4. EVALUACION DEL EFECTO DE LA PRECIPITACION ACIDA DE NITROGENO REACTIVO
SOBRE LA DIVERSIDAD GENETICA BACTERIANA
Para evaluar la influencia de los diferentes tratamientos sobre la diversidad genética de la
comunidad bacteriana total y de las bacterias nitrificadoras se utilizaron marcadores
moleculares adecuados para cada grupo. La resolucion de los amplicones del gen tDNA 168
se realizo por ARDRA vy la de los amplicones del gen amoA4 mediante TRFLP.

La Figura 17 muestra que los patrones de ARDRA, obtenidos con la enzima Haelll
permanecieron invariables durante todo el ensayo indicando que los tratamientos y el tiempo
de incubacion no afectaron la diversidad genética de la comunidad total en ambos tipos de

suelo. Estos resultados fueron coincidentes con los obtenidos con la enzima Mspl (datos no

(
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Figura 17. Diversidad genética de la comunidad bacteriana total determinada mediante
ARDRA con la enzima Haelll durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de suelo
semiarido (M: matorral) y arido (D: desierto). Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc:
solucion acida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucion neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg
g): tNrAc: solucién acida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™'). Tiempos: t0: 0 dias
post tratamiento; t28: 28 dias post tratamiento; t56: 56 dias post tratamiento; t84: 84 dias
post tratamiento. 50 bp: marcador de peso molecular.
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Los perfiles de TRFLP del marcador molecular amod se analizaron en cada
tratamiento durante el tiempo de incubaci6n, utilizando dos enzimas de restriccion. La
frecuencia relativa de los principales TRFs durante el periodo de incubacién para ambos -
tipos de microcosmos, se muestra en la Figura 18.

Los perfiles de TRFLP de ambos tipos de microcosmos mostraron diferencias en la
diversidad de los filotipos de nitrificadores, aun cuando hubo TRFs comunes en ambos tipos
de suelo tales como los de 35 pb, 113 pb y 166 pb que presentaron distintas abundancias
relativas (Figura 18).

Los perfiles de TRFs también presentaron diferencias entre los tratamientos y
durante el tiempo de incubacién, siendo la mayoria de los casos cambios en la frecuencie;
relativa de los filotipos mas que la presencia de nuevos filotipos. El cambio més notable se
presenté en el tratamiento con Nr y 4cido (fNrAc) en el microcosmos de suelo semiarido
donde aparecieron nuevos filotipos durante la incubacién. Por otra parte, los perfiles del
suelo semidrido al inicio de la incubacion no tuvieron un patrén comin, lo que sugiere una
mayor heterogeneidad espacial en el suelo semidrido. Sin embargo, en el caso del suelo
arido todos los t0 presentaron los mismos TRFs (Figura 18).

Los resultados mostraron que unos pocos TRFs se mantuvieron durante todo el
experimento independientemente del tipo de tratamiento o suelo, como es el caso del TRF
de 166 pb. Este TRF fue comiin a ambos microcosmos y fue, durante todo el periodo de
incubacidn, el mds abundante en el suelo semidrido. En concordancia con esta observacién,
cuando se realizé una digestién in silico de los clones del gen amod obtenidos para este

suelo, un 71,4% present un TRF de 168 pb.
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Figura 18. Frecuencia relativa de los principales TRFs obtenidos para el gen amo4 a
diferentes tiempos de incubacién de los microcosmos de suelo A. semidrido{M: matorral) y
B. arido (D: desierto). Se relacionan los TRFs (pares de bases), obtenidos con la enzima
Haelll, con la frecuencia relativa (% UF). Tratamientos: tH2O: agua desionizada; tAc:
solucion acida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg
gh); tNrAc: solucion acida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™h). Tiempos: t0: O dias
post tratamiento; t28: 28 dias post tratamiento; t56: 56 dias post tratamiento; t84: 84 dias
post tratamiento.
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En el suelo drido no hubo dominancia de un solo fragmento, los TRFs de 35 pb, 138
pb, 166 pb y 177 pb dieron cuenta de la mayoria de la fluorescencia en todos los
tratamientos durante la incubacidn de los microcosmos. La digestion in silico de los clones
amod del suelo arido del desierto mostré que un 32,1% de los clones produjeron un TRF de
143 pb, un 14,29% un TRF de 169 pb y un 20,7% el de 179 pb, coincidente con los

encontrados experimentalmente en el perfil de TRFLP. La diferencia en 1-2 pb con el TRF

experimental puede deberse al corrimiento que experimenta el perfil de TRFLP durante la,

secuenciacion.

Por otra parte, los fragmentos de 41 pb, 140 pb, 248 pb y 344 pb estuvieron
presentes en baja abundancia sélo en el suelo semiarido. A suvez, los TRFsde 138 pb, 177
pb y 312 pb se encontraron exclusivamente en el suelo arido, aunque en baja proporcién y
s6lo en algunos tiempos y tratamientos.

Fl analisis de agrupamiento de los perfiles de TREFLP mostrd, de manera general,
que las comunidades bacterianas se separaron de acuerdo al tipo de suelo (Figura 19). Las
muestras de suelo semiarido tuvieron una mayor similitud entre si, en concordancia con la
menor variacion observada en los patrones de TRFLP para estas muestras, El suelo
semidrido formé un grupo que incluyd a 14 de las 16 muestras analizadas, mientras que el
grupo del suelo arido incluyé 15 de las 16. Dentro de cada grupo la mayoria de las muestras

con Nr en el tratamiento tendieron a agruparse juntas. No se observé ninguna tendencia a

que las muestras se agruparan segun el tiempo de incubacién de los microcosmos.
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Figura 19. Analisis de agrupamiento de las comunidades bacterianas de los suelos semiarido
(M: matorral) y arido (D: desierto) bajo cada tratamiento y durante la incubacion de los
microcosmos. Se usaron como base los perfiles de TRFs del gen amoA obtenidos con dos
enzimas de restriccion (Haelll y Mspl). El dendrograma fue construido usando la distancia
Euclideana y el algoritmo UPGMA (Programa MVSP). La linea punteada sefiala la distancia
de agrupamiento critico obtenida con la prueba de MonteCarlo con 1000 iteraciones
(Programa Poptools). Tratamientos: tH2O: agua desionizada; tAc: solucion acida (pH 4.0)
sin Nr; tNr: solucién neutra (pH 7.0) de nitrato de amonio (100 pg g'); tNrAc: solucién
acida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™h). Tiempos: t0: 0 dias post tratamiento; t28:
28 dias post tratamiento; t56: 56 dias post tratamiento; t84: 84 dias post tratamiento.
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El andlisis de correspondencia canonica entre los perfiles de TRFLP y los factores
edaficos medidos durante el tiempo de incubacidén en ambos microcosmos y para cada
tratamiento se muestra en la Figura 20. Este analisis permitio corroborar el agrupamiento
obtenido en el dendrograma pero a su vez determinar qué parimetros edéficos se
relacionaron con el ordenamiento observado. Una fuerte correlacién entre las variables
edéficas podria afectar el andlisis, haciendo los coeficientes de correlacién muy inestables
(Ter Braak 1990), sin embargo ninguno de los pardmetros edaficos mostré una fuerte
correlacién con otro (r > 0,9) (Tabla 2). Los dos primeros ejes del agrupamiento
representaron el 82,2% de la varianza total. Se observé una clara diferencia en la
composicién del gremio de nitrificadores entre ambos suelos a lo largo de los dos primeros
gjes canonicos, siendo maés siniilares entre si las muestras del suelo semiarido. A su vez se
observd una tendencia a que las muestras del suelo drido se separaran a lo largo del eje
canonico 2 (CCA2) (Figura 20).

El ordenamiento del grupo de los nitrificadores estuvo determinado por el pH, la
MO y el NOs'". Estos factores influyeron fuertemente sobre el eje candnico 1 (CCA1) con
coeficientes de correlacién intragrupo de -0,853, 0,887 y 0,900, respectivamente. Por lo
tanto, estas variables dieron cuenta de la separacion observada entre las comunidades de
ambos tipos de suelo a lo largo del eje canénico 1 (CCA1). En cuanto al eje candnico 2
(CCA2), los factores edaficos que mas pesaron sobre el agrupamiento observado fueron el
pHy laMO, con coeficientes de correlacion intragrupo de 0,396y -0,409, respectivamente.
Estos factores explicarian la separacién observada entre las muestras de ambos tipos de

suelo y las muestras de suelo arido entre si a lo largo del eje canénico 2 (CCA2) (Tabla 3).
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Figura 20. Analisis de correspondencia candnica entre los perfiles de TRFLP del gen amoAd
y los factores edaficos medidos durante el tiempo de incubacién de los microcosmos de
suelo semidrido (M: matorral) y arido (D: desierto). Tratamientos: tH20: agua desionizada;
tAc: solucién dcida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100
pg g7); tNrAc: solucién 4cida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg g™). Tiempos: 10: 0
dias post tratamiento; t28: 28 dias post tratamiento; t56: 56 dias post tratamiento; t84: 84
dias post tratamiento. Pardmetros edéficos: pH; potencial de oxido reduccion (ORP);
Contenido hidrico (CH); materia orgénica (MQ); contenido de amonio (NH4+); contenido
de nitrato (NO3-). * Relaciones estadisticamente significativas entre las variables eddficas y
el agrupamiento de las muestras, segin el analisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones
de Ia matriz (Programa Canoco).



67

Tabla 3. Coeficientes candnicos y de correlacion intragrupo de los pardmetros edéficos y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del gen amod, en los microcosmos de
suelo arido y semiarido.

Coeficiente de Coeficiente

Parametros edaficos® e s - P
correlacidn infra-grupo candnico
CCAl CCA2 CCAl1 CCA2
P+ 0,853 0,396  -0,422 1,009 2360 0,0080
ORP 0,154 -0,057 -0,288 -0,242 1,70 0,0960
CH 0,338 -0,271 0,259 0,169 1,24 0,2280
MO* 0,887 -0,409 -0,249 -0,762 16,21  0,0010
NH," 0,022 0,221  -0231 -0,666 1,42 0,1820
NO5" 0,900 0,074 0914 1,795 207  0,0370
1° eje candnico* 21,16  0,0010
Suma de los ejes candénicos* 10,42  0,0010

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edaficas y el agrupamiento de las muestras
segtn el analisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

* pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgénica (MO); contenido de
amonio (NH,"); contenido de nitrato (NO5).

El analisis de MonteCarlo del CCA indico una relacién estadisticamente
significativa entre la diversidad genética de los nitrificadores y los factores edéficos pH (F =
23,60; P = 0,0080), MO (F = 1,70; P = 0,0960) y NO;™ (F = 23,60; P = 0,0080). Ademss,
tanto el primer eje candnico (F =21,16; P =0,0010), como la suma de los ejes candnicos (F

=10,42; P = 0,0010), fueron estadisticamente significativos.

3.5. EVALUACION DEL EFECTO DE LA PRECIPITACION ACIDA DE NITROGENO REACTIVO
SOBRE LA DIVERSIDAD METABOLICA DE LA COMUNIDAD MICROBIANA

La actividad metabdlica de la comunidad microbiana total en los microcosmos, se evalud al
inicio (t0), a lamitad (t42) y al final (t84) del periodo de incubacién de los microcosmos. En

este ensayo se determiné el uso de diferentes fuentes de carbono en respuesta a los
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tratamientos aplicados. A partir de los datos obtenidos se determinaron los valores de
Diversidad Metab6lica de la Comunidad (CMD) para todos los ensayos y se construyeron
las curvas de CMD versus tiempo para los microcosmos del suelo semiérido (Figura 21} y-
del suelo arido (Figura 22), las cuales representan el promedio de fuentes de carbono
utilizadas durante el tiempo de incubacién de las muestras en las placas del ensayo
fisioldgico.

De manera general, en los microcosmos de ambos tipos de suelo, la utilizacién de las
fuentes de carbono se inicié luego de 48 h de incubacién de las placas. Los resultados
mostraron que el nimero total de fuentes de carbono utilizadas por la microbiota en los
microcosmos fue mayor en el suelo semiarido que en el arido. No se observaron diferencias
significativas dependientes del tratamiento aplicado. Sin embargo, cuando se comparan los
microcosmos de suelos semidridos con aquellos de suelos aridos se observaron diferentes
patrones de actividad metabdlica. En los microcosmos de suelos semiéridos, el nimero de
fuentes de carbono utilizadas disminuyd levemente durante la incubacidon, siendo mayor la
disminucion en los tratamientos con Nr en el tiempo 84, al final del ensayo (Figura 21). En
los microcosmos con suelo drido, se observd un aumento en la utilizacién de fuentes de
carbono en el tiempo 42 de incubacion en todos los tratamientos, mientras que al final de la

incubacion no se detectd actividad (Figura 22).
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Figura 21. Curvas de Diversidad Metabdlica de las Comunidades (CMD) promedio + E.E.
para cada tratamiento durante la incubacién de los microcosmos de suelo semidrido
(matorral). Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc: solucion acida (pH 4,0) sin Nr; tNr:
solucion neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g™); tNrAc: solucion acida (pH 4,0)
de nitrato de amonio (100 pg g"). Tiempos: t0: 0 dias post tratamiento; t42: 42 dias post
tratamiento; t84: 84 dias post tratamiento. H’: indice de diversidad de Shannon; J: indice de

equitatividad.
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Figura 22. Curvas de Diversidad Metabdlica de las Comunidades (CMD) promedio + E.E.
para cada tratamiento durante la incubacion de los microcosmos de suelo érido (desierto).
Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc: solucion acida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucion
neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g); tNrAc: solucion acida (pH 4.0) de nitrato
de amonio (100 pg g"). Tiempos: t0: 0 dias post tratamiento; t42: 42 dias post tratamiento;
t84: 84 dias post tratamiento. H’: indice de diversidad de Shannon; J: indice de
equitatividad.
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De acuerdo al ANOVA de dos-vias, los indices de diversidad (H") y la riqueza
metaboélica (S) estuvieron significativamente influenciados por el tiempo de incubacién de
los microcosmos (P = 0,0077 y P = 0,0060, respectivamente). Este factor explicd mas del
20% de la varianza total para el suelo semidrido (24,46% y 27,77% para div;:rsidad y
riqueza, respectivamente) y mas del 40% para el suelo drido (43,29% y 58.29% para
diversidad y riqueza, respectivamente). Sin embargo, los indices de equitatividad
practicamente no difirieron ni por los tratamientos ni con el tiempo de incubacién (Tabla
A3, Anexos).

El analisis de agrupamiento de los patrones metabllicos, mostré que las
comunidades bacterianas del suelo arido se separaron de las muestras de suelo semiérido.
Ademds, se observé una tendencia a que las muestras de cada tipo de suelo se agruparan de
acuerdo al tiempo de incubacién de los microcosmos sin influencia aparente de los
tratamientos aplicados (Figura 23). El dendrograma indica que hay una mayor disimilitud
entre las muestras de suelo semidrido comparadas con aquellas del suelo arido, ya que

aparecen distribuidas en mas de un grupo.
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Figura 23. Analisis de agrupamiento de las comunidades bacterianas del suelo semiarido
(M: matorral) y arido (D: desierto) bajo cada tratamiento durante la incubacion de los
microcosmos. Se usaron como base las fuentes de carbono utilizadas durante el ensayo de
CLPP. El dendrograma se construy6 usando la distancia Euclideana y el algoritmo UPGMA
(Programa MVSP). La linea punteada sefiala la distancia de agrupamiento critico obtenida
con la prueba de MonteCarlo con 1000 iteraciones (Programa Poptools). Tratamientos:
tH20: agua desionizada; tAc: solucion acida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucion neutra (pH 7,0)
de nitrato de amonio (100 pg g"); tNrAc: solucién 4cida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100
ug g ™). Tiempos: t0: 0 dias post tratamiento; t42: 42 dias post tratamiento; t84: 84 dias post

tratamiento.
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El andlisis de correspondencia candnica entre los CLPP vy los factores edaficos
medidos durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de suelo semisrido y 4rido
reveld que las muestras de los microcosmos de ambos tipos de suelo presentaron diferentes
perfiles fisiolégicos comunitarios (CLPP), separandose en dos grupos bien definidos. Las
muestras de cada tipo de suelo se agruparon de acuerdo al tiempo de incubacion de los
microcosmos, independientemente del tratamiento recibido. Los agrupamientos obtenidos
mostraron que los parametros edaficos que determinaron la separacion de las muestras de
ambos tipos de suelo en el tiempo fueron el pH y la MO (Figura 24).

Los dos primeros ejes del agrupamiento representaron el 45,4% de la varianza total.
Se observo6 una clara diferencia en la actividad metabdlica de ambos suelos 2 lo largo del
primer eje candnico (CCA1l). A su vez se confirmé mediante este ordenamiento la
separacién de las muestras de acuerdo al tiempo de incubacion a lo largo del segundo eje
can6nico (CCA2) (Figura 24).

El pH y la MO influyeron fuertemente sobre el eje candnico 1 (CCA1) con
coeficientes de correlacion intragrupo de 0,775 y -0,865, respectivamente. Estas variables
dieron cuenta de la separacién observada entre las actividades metabdlicas de ambos tipos
de suelo alo largo del eje canénico 1 (CCAL). En cuanto al eje candnico 2 (CCA?2), el factor
edafico que mas peso sobre el agrupamiento observado fue el CH, con un coeficiente de
correlacion intragrupo de -0,591. El1 CH por tanto explicaria la separacién observada entre
las muestras de ambos tipos de suelo segim el tiempo de incubacién de los microcosmos

(Tabla 4).
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Figura 24. Analisis de correspondencia candnica entre los perfiles fisiologicos (CLPP) y los
factores edéficos medidos durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de suelo
semiarido (M: matorral) y drido (D: desierto). Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc:
solucion acida (pH 4,0) sin Nr ; {Nr: solucién neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio {100 ug
g™} tNrAc: solucién 4cida (pH 4,0) de nitrato de amonio (100 pg ). Tiempos: t0: 0 dias
post tratamiento; t28: 28 dias post tratamiento; t56: 56 dias post tratamiento; t84: 84 dias
post tratamiento. Pardmetros edéficos: pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido
hidrico (CH); materia orgénica {MQ); contenido de amonio (NH,4); contenido de nitrato
(NO;3"). * Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edaficas y el
agrupamiento de las muestras, segin el andlisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de
la matriz (Programa Canoco).
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Tabla 4. Coeficientes canénicos y de correlacién intragrupo de los pardametros edéficos y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los CLPP, en los microcosmos de suelo 4rido y

semidrido,
Parametros edaficos® Coelﬁcie.:nte de Coeﬁcit?nte p
correlacién intra-grupo candnico
CCAl CCA2 CCAl CCA2
pH* 0,775 -0,100 -0,357 -0,821 6,39 0,0010
ORP -0,588 0,449 -0,500 -0,095 0,99 03580
CH -0,379 -0,591 -0,065 -1,832 093 0,5130
MO* -0,865 -0,146 -1,272 0,627 2,06  0,0010
NH," -0,348 -0,340 0,014 0,598 1,01 0,3540
NOy -0,409 -0,111 0,360 -1,557 1,12  0,2330
1° eje candnico* 4,77  0,0010
Suma de los ejes candnicos™* 2,15 0,0010

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edaficas y el agrupamiento de las muestras
segin el analisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).
* pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenide hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de

amonio (NH,"); contenido de nitrato (NO3").

El analisis de MonteCarlo del CCA indicé una relacion estadisticamente

significativa entre la diversidad metabélica de la comunidad bacteriana total y los factores

edaficos pH (F = 6,39; P =0,0010) y MO (F = 2,06; P = 0,0010). Ademss, tanto el primer

gje canénico (F =4,77; P = 0,0010), como la suma de todos los ejes canbnicos (F=2,15; P

= 0,0010), fueron estadisticamente significativos.
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DISCUSION

En general hay escasa informacion sobre la diversidad genética y funcional de la
microbiota de ecosistemas aridos o semidridos porque se considera que en estos ecosisternas
hay reducida actividad microbiana como consecuencia del bajo contenido hidrico (Otter &
Scholes 2005). Sin embargo, estos ambientes extremos pueden albergar una gran diversidad
de microorganismos (Bhatnagar & Bhatnagar 2005) que constituyen una fuente de recursos
genéticos cuyas propiedades metabdlicas les permiten resistir o tolerar condiciones de estrés
hidrico, limitacién de nutrientes, entre otras (Chanal y col. 2006; Rainey y col. 2005).
Comunidades microbianas con una composicién particula; podrian responder de manera
diferente a las perturbaciones ambientales como el ingreso 4cido de nitrdgeno, modificando
tanto la actividad como la diversidad estructural de los grupos bacterianos que gobiernan

este ciclo.

4.1. COMPOSICION DE LA COMUNIDAD BACTERIANA TOTAL, DE LOS NITRIFICADORES Y
DESNITRIFICADORES EN EL SUELO SEMIARIDO DEL MATORRAL Y EL SUELO ARIDO DEL

DESIERTO

Varios estudios en ecologia muestran una relacién positiva entre diversidad y estabilidad
(Ives & Carpenter 2007). Segiin McCann (2000), la estabilidad de los ecosistemas depende
de la habilidad de las comunidades de sustentar especies o grupos funcionales capaces de

responder diferencialmente a factores bidticos y abiéticos. De acuerdo a los datos obtenidos
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en esta tesis la composicién de la comunidad bacteriana de estos suelos, revela la presencia
de numerosos filotipos que se distribuyen en distintos linajes del dominio bacteria. De
acuerdo a las curvas de rarefaccion de los clones del gen rDNA 16S (Figura 12), las
comunidades bacterianas de los suelos analizados, presentaron una alta diversidad. Estos
resultados revelan que el grado de diversidad es comparable o mayor al encontrado por
otros autores a partir de librerias génicas del rDNA 16S obtenidas desde suelos de bosques
(Hackl y col. 2004), suelos 4ridos de Arizona (Dunbar y col. 1999; 2002) y praderas
antropogénicas (Marilley & Aragno 1999; McCaig y col. 1999). Algunos autores sugieren
que un bajo contenido hidrico podria explicar la alta diversidad encontrada en el horizonte
supetficial de suelos con bajo contenido de carbono (Zhou y col. 2002; 2004; Becker y col.
2006). Segiin estos trabajos la falta de agua limitaria la comunicacién entre microhébitats
dentro de la matriz del suelo, resultando en una mayor heterogeneidad espacial que
disminuye o anula ¢l efecto de la competencia. Ademds, en estos suelos con un bajo
contenido de carbono, las poblaciones microbianas podrian evitar la competencia al
permanecer aisladas y en bajo niimero, usando unos recursos que Son escasos pero,
probablemente, heterogéneos. Estas condiciones permitirian el mantenimiento de
comunidades mas diversas y equitativas. Por otro lado, el pH es considerado a nivel global

el mejor descriptor de la diversidad y riqueza de ensambles microbianos, siendo los suelos

con pH neutro los més diversos y disminuyendo la diversidad con un aumento de la acidez
(Fierer & Jackson 2006). De acuerdo a esto, la alta diversidad observada en los suelos
estudiados puede deberse también al pH cercano a la neutralidad medido en ambos suelos,

siendo un poco més 4cido el pH del suelo semidrido que el del suelo 4rido. Dado que el
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numero de clones obtenidos no fue suficiente para cubrir toda la diversidad para ambos
tipos de suelo, no se puede confirmar que el pH original del suelo haya influido en la
diversidad bacteriana determinada. Sin embargo, el niimero de grupos filogenéticos a los
que se asociaron los clones del gen rDNA 16S del suelo 4rido del desierto (Figura 7) fue
mayor que €l del suelo semidrido del matorral, pudiéndose relacionar esta mayor diversidad
a la influencia del pH.

Janssen (2006) revisé la bibliografia que existe sobre la diversidad microbiana
determinada mediante librerias génicas del tDNA 168 incluyendo suelos de diferentes tipos
de bosques, praderas de diferente origen y matorrales semidridos. Este autor encontré que,
en promedio, el 92% de los clones del tDNA 168 pertenecieron a 4 phyla dominantes:
Proteobacteria (39%), Acidobacteria (20%), Actinobacteria (13%), Verrumicrobia (7%).
Mientras que grupos tales como Bacteriodetes (5%), Chloroflexi (3%), Planctomycetes
(2%), Gemmatimonadetes (2%), y Firmicutes (1,8%) estuvieron menos representados. En
contraste, suelos arenosos de la subsuperficie muestreados por Zhou y col. (2004) revelaron
comunidades con mucho menos diversidad pero ain dominados por el phylum
Proteobacteria (90%) acompatfiado por Acidobacteria (3%) y Firmicutes (3%). Nagy y col.
(2005) previamente reportaron un cambio en esta distribucién a 51% Acidobacteria, 15,5%
Proteobacteria, 13,3% Flexibacteria, 6,7% Actinobacteria y 4,5% Planctomycetes parala

superficie de suelos dridos. Esta distribucién muestra un leve incremento en la abundancia

relativa de Planctomycetes en este tipo de suelos. Un reporte previo, usando perfiles de
dcidos grasos (PLFA), mostrd que la comunidad microbiana en el Desierto de Atacama

estuvo compuesta principalmente por Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (Lester y

S



col. 2007).

En suelos semidridos del matorral xerofitico de Fray Jorge, Chile, Acidobacteria se
encontrd como predominante, seguido por Alphaproteobacteria y Bacteroidetes (Guevara
2007). Sin embargo, a diferencia de lo observado en ese trabajo, Gamma y
Deltaproteobacteria no se encontraron en el suelo semidrido del matorral esclerdfilo (Figura
6). Asimismo, la diversidad filogenética, ubicuidad y abundancia de Acidobacteria en
muchos tipos de suelo, sugiere que este grupo tiene una importante funcidén ecolégica y una
amplia diversidad metabélica. No obstante, la informacidn acerca de este phylum es muy
escasay deriva principalmente de librerias génicas y unas pocas cepas cultivadas (Quaisery
col. 2003). En otras latitudes, la mayoria de las genotecas fueron obtenidas de suelos de
praderas (naturales y antropogénicas) o de bosques (Borneman & Triplett 1997; Marilley &
Aragno 1999; McCaig y col. 1999; Zhou y col. 2003), siendo los matorrales semiaridos los
menos estudiados (Kuske y col. 1997; Dunbar y col. 1999; 2002; Holmes y col. 2002).

Tradicionalmente, usando métodos dependientes de cultivo, los firmicutes fueron
considerados el grupo més abundante en todos los tipos de suelo (Janssen 2006). Sin
embargo, el uso de técnicas independientes de cultivo mostraron que este grupo €s menos
numeroso, sugiriendo que son faciles de cultivar o sus células son dificultosas de lisar y por
ende maés dificiles de detectar por técnicas basadas en DNA-PCR. Sin embargo, la alta
proporcién de este grupo encontrada en el suelo arido del desierto (Figura 7) sugiere que
bacterias formadoras de endosporas tales como especies de los géneros Bacillus y

Clostridium pueden constituir una alta proporcion de la microbiota de los suelos del desierto

(Kieft 2002; Lester y col. 2007).
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Por otro lado, la dominancia de secuencias de nitrificadores relacionadas a
Nitrosospira se corresponde con la amplia distribucién observada para este género en
ambientes terrestres (Whitby y col. 2001). Es importante enfatizar que no se encontraron
secuencias relacionadas al género Nitrosomonas, otro género de bacterias nitrificantes
descrito en varios ambientes tales como lagos (Whitby y col. 2001), sedimentos marinos
(Stephen y col. 1996; Kowalchuk & Stephen 2001) y diversos tipos de suelos (Stephen y
col. 1996; Bothe y col. 2000; Kowalchuk y col. 2000; Kowalchuk & Stephen 2001). Los
resultados de este trabajo son coherentes con la literatura consultada que indica una
dominancia de Nitrosospira sobre Nitrosomonas en suelo (Mednum y col. 1999; Kowalchuk
& Sthephen 2001; Whitby y col. 2001; Avrahami y col. 2002). Secuencias de clones y
bacterias oxidadoras de amonio agrupadas dentro de la clase Betaproteobacteria fueron
divididas en al menos siete grupos en base a las secuencias del rDNA 16S (Purkhold y col.
2000; Stephen y col. 1996). Los clones obtenidos en este trabajo se agruparon sélo con
especies de Nitrosospira del grupo 3 (Figuras 8 y 9), el cual ha sido dominante en estudios
moleculares de la diversidad de oxidadores de amonio en suelos (Hiorns y col. 1995;
Stephen y col. 1996; 1998; Bruns y col. 1999; Mendum y col. 1999; Phillips y col. 2000) y
el cual contiene la mayorfa de los representantes cultivables de este género. Ademds, el
grupo 3 de Nitrosospira ha sido detectado como el grupo de oxidadores de amonio
dominante en suelos agricolas fertilizados y con un pH neutro (Stephen y col. 1996; 1998;
Bruns y col. 1999; Mendum y col. 1999; Kowalchuk y col. 2000). Dado que las secuencias
del gen amod sélo se agruparon a bacterias del género Nitrosospira del grupo 3, se puede

inferir que el grupo de nitrificadores de estos suelos no es muy diverso. Se han descrito
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bacterias del ciclo del nitrégeno en ofros ecosistemas desérticos, entre ellas miembros del
genero Nitrosospira, los cuales aparecen como los principales oxidadores de amonio en
suelos del Desierto de Negev (Nejidat 2005). Asimismo, se ha detectado actividad
nitrificante en comunidades microbianas constituyentes de costras biolégicas (Johnson y col.
2005), lo que sugiere que en estos ecosistemas existiria un potencial de reciclamiento del
nitrégeno.

De acuerdo ala literatura y bases de datos consultadas, los clones del gen nirSde las
bacterias desnitrificadoras son escasos en los suelos. Sin embargo, como pudo observarse en
este estudio, se encontraron numerosas secuencias del gen nirS que se distribuyeron a lo
largo de todo el 4rbol filogenético, por lo que se puede concluir que estos suelos contienen
una mayor diversidad del gen nirS que del gen nirK (Figuras 10, 11 y 12). Algunas de las
secuencias tanto del gen nirS (Figura 11) como del gen nirK (Figura 10) se agruparon
separadas del resto de las secuencias incluidas en el analisis, revelando la presencia de una
diversidad desconocida de desnitrificadores en el suelo semidrido. Varios trabajos han
concluido que los desnitrificadores que presentan el gen nirS son preferentemente
encontrados en ambientes marinos y que los que tienen el gen nirK son predominantes en
suelo (Avrahami y col. 2002; Priemé y col. 2002), sin embargo se ha sugerido que esta
afirmacion debe ser revisada (Throbick y col. 2004). A pesar de los esfuerzos realizados, no
se pudo detectar la presencia de genes de desnitrificadores en el suelo 4rido. Los suelos del
desierto tienen generalmente bajo contenido de materia organica, bajo contenido hidrico y
tienden a presentar pH ligeramente bésico, todas condiciones que inhiben el crecimiento de

bacterias desnitrificantes (Kieft 2002).




82

Los datos obtenidos en este trabajo mostraron que un importante niimero de
secuencias de los diferentes marcadores analizados se agruparon separadas o sdlo
relacionadas a clones ambientales, sugiriendo que estos ambientes podrian estar colonizados

por bacterias exclusivas de estos suelos.

4.2, EFECTO DE LA PRECIPITACION ACIDA DE NITROGENO REACTIVO SOBRE LOS
PARAMETROS EDAFICOS Y LAS ACTIVIDADES MICROBIANAS

En la mayoria de los ecosistemas terrestres, los suelos de la superficie experimentan
periodos de sequia seguidos por una relativ-amente rapida rehidratacion debido a las
precipitaciones. Los suelos de ecosistemas 4ridos son particularmente susceptibles a este
estrés hidrico debido a las infrecuentes precipitaciones y al clima seco y caluroso que
favorece la ripida desecacion de los suelos (Austin y col. 2004).

Las diferencias de comportamiento de ambos suelos probablemente son una
manifestacion de la diferente biomasa y materia orgénica presentes en cada uno. El
contenido de materia organica fue el factor que mejor se correlaciond con la abundancia de
bacterias (Kandeler y col. 2006) y el incremento en la disponibilidad de sustratos en suelos
de textura fina, como los del suelo semiarido del matorral, resultaron en una respuesta
mayor a ciclos de sequia-precipitacion que suelos arenosos con bajo contenido de materia
organica como los suelos dridos del desierto (Austin y col. 2004).

En los microcosmos estudiados en esta tesis el contenido hidrico no se mantuvo
constante durante el periodo experimental. El contenido hidrico se modificé al inicio del

experimento con la aplicacién de los tratamientos y luego fue disminuyendo a lo largo de la
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incubacion del microcosmos. Esta forma de aplicacién de los tratamientos se hizo con el
propdsito de simular las condiciones de luvia en el ambiente (pulsos de agua). El aumento
inicial en el contenido hidrico del suelo de los microcosmos podria haber favorecido la
acttvidad de desnitrificacién observada durante este periodo (Figura 15). Otros estudios han
mostrado un incremento a corto plazo en las emisiones de NO y N»O por un aumento en la
humedad del suelo (Groffman & Tiedje 1988; Davidson y col. 1993; Scholes y col. 1997);
sin embargo, no es claro si las tasas de desnitrificacién observadas fueron de suficiente
magnitud para explicar la disminucién en el contenido de NOs™ (Fierer y col. 2002).

La posterior pérdida de agua producida durante la incubacién de los microcosmos
aparece asociada a lareduccién del pH (Figura 13), esta acidificacién podtia explicarse por
la produccién de protones por procesos quimicos y microbiolégicos dependientes de
oxigeno, como tasas de nitrificacién aumentadas (Figura 15), de acuerdo con lo propuesto
por Lamers y col. (1998). Esta acidificacién también podria ocurrir por mineralizacién luego
de un cambio en la humedad del suelo desde hiimnedo a seco (De Vries & Breeuwsma 1987).

Los nitrificadores son considerados como altamente sensibles a Ia disponibilidad de
agua (Stark & Firestone 1995), no obstante el incremento observado en los potenciales de |
nitrificacion (Figuras 14 y 15) sugiere que atin cuando la actividad nitrificante es sensible a
periodos de baja humedad, las bacterias oxidadoras de amonio del suelo semidrido fueron
capaces de sobrevivir al periodo de sequia luego de aplicados los tratamientos (Figura 13),
al igual que lo encontrado por Fierer y col. (2002). Luego de un incremento en la produccién
de NOj3', siguiendo el consumo inicial por desnitrificacién (Figura 15), hubo una baja

adicional en el contenido de NOj3” en la segunda mitad de la incubacién de los microcosmos
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(Figura 14). Estos resultados sugieren que el consumo por parte de la biomasa microbiana
pudo haber excedido la produccion de NOs. Aunque se ha descrito que el NO3; no es la
forma nitrogenada favorita para el anabolismo microbiano, cuando las concentraciones de
NH;* son bajas, como en estos suelos hacia la segunda mitad de la incubacién de los
microcosmos (Figura 13), el consumo de NO;™ puede aumentar (Davidson y col. 1950).

A pesar de ser un proceso natural, la nitrificacién puede tener impactos negativos en
muchos ambientes, especialmente aquellos expuestos a niveles elevados de precipitacién de
nitrégeno (Prosser 1989; van Breemen & van Dijk 1988). El ingreso de Nr en forma de
oxidos de nitrégeno tiene un efecto acidificante directo sobre el suelo, mientras que el
ingreso como NH;" puede ser una fuente adicional de acidificacién como resultado de
nitrificacién y consumo biolégico (van Breemen y col. 1983; Beiderbeck y col. 1996).

En suelos, los oxidadores de amonio conforman un grupo funcional relevante dentro
de la comunidad bacteriana, siendo principalmente responsables del primer paso en la
oxidacién del NH;" inmévil a un NOj5™ altamente mévil via NO;y" (Prosser 1989). Este
proceso involucra una concomitante liberacion de protones, los cuales pueden llevar a una
acidificacién significativa del suelo donde el ingreso de NH," es alto (Beiderbeck y col.
1996), lo cual podria explicar la reduccion de pH observada en los microcosmos (Figura
13).

Uno de los mayores problemas asociados con la nitrificacién es Ia contaminacién de
las capas subterrdneas de agua debido a Ia lixiviacién de NO;” (Kowalchuck & Stephen
2001). Aunque este aspecto no puede ser evaluado en los ensayos de microcosmos, se ha

descrito que la pérdida por lixiviacion hacia las capas subterrdneas es muy baja en




85

ecosistemas dridos (Peterjohn & Schlesinger 1991). Igualmente, el escurrimiento a través de
la superficie se considera muy escaso o inexistente en estos suelos, aunque las pérdidas de
nitrégeno durante los infrecuentes eventos hidrolégicos no est4n bien cuantificadas (Adams
2003).

El aumento en ¢l contenido de nitrato en los microcosmos tratados con Nr (Figura
14) concuerdan con lo observado por Stursova y col. (2006) que determiné que las
respuestas microbianas a la precipitacién de Nr en suelos aridos fueron diferentes a las de
ecosistemas boscosos y parecen estar moduladas por la acumulacién de nitrégeno
inorgénico lo cual podria estar ligado a los patrones de precipitacién. En un suelo semidrido
del chaparral del sur de California, un ecosistema similar al matorral de Chile central, la
mineralizaci6n total de nitrégeno se increment6 linealmente con la precipitacién de Nr, y el
NO;j dio cuenta de un 95% del nitr6geno inorgénico acumulado durante una incubacién de
50 semnanas (Vourlitis y col. 2007).

Se ha descrito, que durante los inter-pulsos de agua, el recambio de carbono y
nitrégeno se enlentece y ocurre la muerte microbiana, llevando a un incremento en el
nitrégeno y la materia orgénica 14bil del suelo. Cuanglo los suelos se humedecen, se observa
comunmente répida estimulacién de la mineralizacion de carbono y nitrégeno (Birch 1958;
Sorensen 1974; Scheu & Parkinson 1994; Cui & Caldwell 1997; Franzluebbers y col. 2000).
Ademas, el rapido cambio en ¢l potencial de agua puede causar que los microorganismos
sufran un choque osmético, induciendo la lisis celular (Bottner 1985; van Gestel y col.
1993) o una liberacion de solutos intracelulares (Halverson y col. 2000). Estos sustratos

conteniendo carbono y nitrégeno Iébiles pueden ser rdpidamente mineralizados por los
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microorganismos remanentes (Birch 1958; Kieft y col. 1987). Alternativamente, el estrés
hidrico puede provocar que los agregados de suelo se rompan, exponiendo materia organica
fisicamente protegida (Adu & Oades 1978; Lundquist y col. 1999). Esta materia orgdnica
previamente no disponible podria ser rapidamente mineralizada por la comunidad
microbiana (Appel 1998).

La desnitrificacion es un proceso que requiere bajos niveles de oxigeno, como los
encontrados en humedales, asi que no se espera que las pérdidas de nitrégeno via
desnitrificacion puedan ser rapidas en los ecosistemas 4ridos Iuego de los eventos de
precipitacién (Figuras 15 y 16) (Peterjohn & Schlesinger 1991; Evans & Belnap 1999).
Aunque los efectos de una deposicion elevada de Nr sobre las tasas de desnitrificacién no
han sido cuantificados en la mayoria de los ecosistemas naturales, deberia esperarse una
estimulacién de la desnitrificacién medida como produccion de N>O (Goulding y col. 1998).
Sin embargo, la acumulacién de NOs™ (Figura 14) no tuvo un efecto significativo sobre las
tasas de produccién de N»O (Figura 15), excepto en la etapa inicial de la incubacion de los
microcosmos. Este resultado es consistente con el trabajo de McLain & Martens (2006a;
2006b) sabre las transformaciones de nitrogeno en suelos semiaridos, donde el flujo de N0
no estuvo correlacionado con la concentracién de NO;5, la humedad o la respiracion. Los
autores concluyeron que la mayoria del flujo de N>O desde suelos aridos fue generado a
través de la mineralizacion de proteinas y aminoécidos, mas que por respiracién anaerGbica
de NO;3"y que los hongos fireron los principales organismos nitrificadores. Las poblaciones
fiingicas no estarian restringidas a las capas de agua en el suelo y son capaces de crecer y

permanecer activas ain bajo condiciones de sequia (Cooke & Rayner 1984). Estos
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resultados contrastan con los de suelos templados, donde la generacién de N,O es
principalmente realizada por procariotas y la desni%riﬁcacién da cuenta para la mayoﬁa del
flujo de N;O (Stursova y col. 2006).

A pesar de que numerosos trabajos reportan la obtencién de flujos negativos de N, O,
como los observados en los microcosmos estudiados (Figura 15), alin no existe una
investigacion sistematica de este fendmeno. Se ha observado un consumo neto de N;O bajo
diferentes condiciones, lo que hace dificil identificar las condiciones apropiadas para que
esto ocurra (Chapuis-Lardy y col. 2007). Los flujos negativos de N>O se encuentran
confinados generalmente a ecosistemas limitados en nitrégeno (e.g. Glatzel & Stahr 2001).
Sin embargo, mds alla de la controversia que pueden desencadenar las tasas negativas, 1o
que es claro es que el flujo de N3O obtenido en la interfase entre el suelo y la atmésfera es el
resultado de la dindmica de los procesos de produccién y consumo en el suelo. Demostrando
de esta manera que la actividad de desnitrificacion en los suelos estudiados es dependiente
de la disponibilidad de agua y nitrégeno reactivo (Figuras 15 y 16) por lo que los
microorganismos de este grupo funcional probablemente estan inactivos o en muy bajo
nimero en las muestras de suelo bajo las condiciones originales del sitio de estudio.

Estos resultados sugieren que, con respecto a las actividades relacionadas con el
ciclo del nitrégeno, hubo una resiliencia completa dentro de la primera semana luego de la
aplicacion de los tratamientos a los microcosmos (Figura 15). Este hallazgo concuerda con
observaciones previas en que la mayor parte de las actividades microbianas fueron capaces
de recuperarse por completo después de un estrés transitorio. Sobre la base de mediciones

del cociente respiratorio del suelo, Anan'eva y col. (2002) observé completa resiliencia en
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suelos secos y rehidratados dentro de los primeros 7 dias. Por otra parte, después de un
estrés térmico, la descomposicion a corto plazo de residuos agricolas reveld resiliencia
dentro de 13 dias (Griffiths y col. 2001).

Por]o tanto, fluctuaciones en el contenido hidrico del suelo y la precipitacién de Nr
4cido podrian incrementar sustancialmente las pérdidas de nitrégeno desde los suelos,
especialmente en estos ecosistemas semiaridos. La tasa aumentada de nitrificacién puede
producir acidificacion, incremento en la lixiviacién de nitrégeno como NOs”y aumento de
las pérdidas gaseosas de nitrégeno por nitrificacién o desnitrificacién. Los ecosistemas
aridos se caracterizan por frecuentes periodos de sequia, temperaturas extremas diarias y
estacionales, bajo contenido de materia orginica y baja reserva de nutrientes (Skiijins 1981;
Lal 2001), llevando a pensar que estos suelos no son consumidores o productores
significativos de gases traza. Como resultado, estos suelos fueron subestimados en los
inventarios de los gases de efecto invernadero (Bowden 1986; Potter y col. 1996). Sin
embargo, €ste y otros trabajos sugieren que al menos los suelos semiaridos no pueden ser
descartados en estudios que estimen el impacto de los ecosistemas terrestres sobre los
cambios globales actuales y futuros (McLain & Martens 2006a).

4.3. EFECTO DE LA PRECIPITACION ACIDA DE NITROGENO REACTIVO SOBRE LA
DIVERSIDAD GENETICA Y METABOLICA DE LA COMUNIDAD MICROBIANA

Algunos antecedentes indican que existen efectos directos e indirectos mediados por un
aumento de precipitacion &cida de nitrégeno sobre el tamafio, composicién, y actividad de

microorganismos en suelos forestales y agricolas (Bewley & Stotzky 1983; Prescott &
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Parkinson 1985; Pennanen y col. 1998). Sin embargo, hay escasos antecedentes sobre la
composicién y estructura de las comunidades bacterianas que habitan en suelos 4ridos y
como se afectan por un ingreso de Nr acido (Adams 2003).

Tanto la diversidad genética de la comunidad bacteriana (Figura 17) como la
diversidad metabélica de la microbiota de ambos suelos (Figuras 21 y 22) no mostraron
cambios significativos por los tratamientos aplicados. Para el grupo fimcional de oxidadores
de amonio, sélo se detectaron cambios menores en cuanto a la diversidad genética (Figura
18). Los oxidadores de amonio comprenden s6lo una sub-fraccién de la comunidad total del
suelo (Bothe y col. 2000; Silyn-Roberts & Lewis 2001). Consecuentemente, cambios dentro
de este grupo funcional estdn supuestamente ocultos por una comunidad bacteriana total
generalmente estable (Figura 17).

Algunos autores indicaron que la concentracién de amonio, la concentracién de
oxigeno y el pH serian los pardmetros ambientales que mds afectan la actividad y diversidad
de las poblaciones de nitrificadores (Princic y col. 1998). De acuerdo a los resultados de este
trabajo, 1a adicién de amonio no parece tener mayor efecto en la abundancia de las bacterias
oxidadoras de amonio de acuerde a los patrones de TRFLP, aunque se observé una
tendencia a que muestras de suelo tratadas con Nr se agruparan juntas (Figura 19). Esta
relativa ausencia de efecto sugiere que los microcosmos estarfan respondiendo a otros
pardmetros ambientales como a cambios en el contenido hidrico, mds que a la adicién de
amonio. Observaciones similares fueron hechas por Horz y col. (2004) al detectar que los
oxidadores de amonio respondieron a un aumento moderado de la humedad del suelo al

reducir el estrés hidrico. Trabajos anteriores de microcosmos para el estudio de ests grupo
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dieron cuenta de una limitacién del crecimiento poblacional en respuesta a una disminucién
de pH del suelo durante la incubacién (Okano y col. 2004).

Estudios previos de la composicién de bacterias oxidadoras de amonio en suelo
mostraron que modificaciones en el habitat afectan principalmente la abundancia del gremio
mas que su composicién (Mendum y col. 1999; Avrahami y col. 2002; Webster y col. 2002;
Briones y col. 2003). Avrahami y col. (2002) concluyeron que la ausencia de cambios en la
diversidad de nitrificadores del suelo luego de 4 semanas de tratamiento con diferentes
conceniraciones de amonio, se debié probablemente, a que estos organismos son de
crecimiento lento (Kowalchuk & Sthephen 2001). Mendum y col. (1999) arribaron a
conclusiones similares luego de estudiar las poblaciones de oxidadores de amonio en suelos
fertilizados y no fertilizados por un perfodo de 6 semanas. Si bien la incubacion en el
presente trabajo fue de 12 semanas, se puede concluir igualmente que la respuesta de la
actividad nitrificante fue probablemente debido a un cambio fisiolégico mas que a un
cambio en la diversidad estructural de las poblaciones de oxidadores de amonio.

Marshall (1993) definié que uno de los objetivos principales de la ecologia
microbiana para entender el papel de los microorganismos en el ambiente, es comprenderl
los procesos metabélicos que realizan éstos. Un acercamiento a esta problematica fire
realizada mediante la determinacion de los perfiles fisiolégicos a nivel de comunidad
(Figuras 21y 22). Los perfiles de utilizacion de fuentes de carbono se espera que detecten
solo cambios drdsticos en la comunidad microbiana. Por el contrario, las técnicas
moleculares tales como RFLP y TRFLP son capaces de detectar cambios a nivel de filotipos

y asi detectan probablemente cambios menores en la comunidad (Kirk y col. 2004; Ramsey
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y col. 2006; Singh y col. 2006). De acuerdo con esta conjetura, en este trabajo se detecté que
el contenido de nitrato fue uno de los factores edaficos que determinaron el agrupamiento de
Ias muestras de acuerdo al tipo de suelo cuando se analizd la diversidad del gen amod
(Figura 20), aunque no se identific6 evidencia significativa de agrupamiento relacionada con
el tratamiento aplicado. Por el contrario, cuando se analizaron los CLPP (Figuras 23 y 24),
el agrupamiento de las muestras de cada suelo parecié estar mas relacionado con el tiempo
de incubacidén de los microcosmos que con los tratamientos aplicados.

No obstante, los métodos de TRFLP y CLPP acoplados con el analisis de CCA
(Figuras 20 y 24, respectivamente) tuvieron suficiente resolucién para detectar diferencias
entre arnbos tipos de suelo tanto a nivel genético como fisiologico. Asi, se puede concluir
que los efectos de los tratamientos sobre las comunidades bacterianas del suelo fueron
menores que las diferencias entre los tipos de suelo, mas atin los factores edaficos que, en
ambos casos influenciaron estos agrupamientos fueron los mismos: el pH y la MO, los
cuales permitieron la diferenciacién de ambos suelos. Estos resultados son consistentes con
otros estudios que muestran que el régimen de humedad puede influir sobre la estructura de
las comunidades microbianas, pero que las diferencias entre tipos de suelo y hojarascasona
menudo mayores en magnitud que cualquier efecto de factores abiticos como la humedad
(Lundquist y col. 1999; McLean & Huhta 2000; Wilkinson y col 2002; Guevara 2007). Hay
varios factores que permiten explicar las diferencias entre las comunidades bacterianas de
ambos suelos. Entre ellos, estan las diferencias en las condiciones abidticas del suelo, tales
como temperatura (Zogg y col. 1997) y humedad (Bossio & Scow 1998; Schimel v col.

1999; Wilkinson y col. 2002), las cuales se ha visto que influyen sobre la estructura de la
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comunidad microbiana. Los suelos semidridos son, en promedio, més frios y hiimedos que
los suelos &ridos debido a la sombra de la cobertura vegetal y a la cobertura por una capa de
hojarasca (Parker & Muller 1982). La estructura de la comunidad microbiana también
depende de la disponibilidad y calidad de la materia orgénica y el estado nutricional del
suelo (Bossio y col. 1998; @vreds & Torsvik 1998; Griffiths y col. 1999). El suelo semiarido
tiene, ademds, significativamente mas carbono y nitrégeno orgénicos que el suelo arido.
Hasta ahora hay relativamente poca investigacion sobre los efectos de la deposicién
de Nr en ecosistemas aridos, menos aiin considerando a los microorganismos como parte
importante en el reciclamiento de nutrientes en estos sistemas (Adams 2003). En la
literatura ecolGgica existen numerosos estudios de efectos del nitrégeno en la productividad
de diversidad de pastizales (e.g. van Hecke y col. 1981; Tilman 1987; Bobbink 1991;
Mamalos y col. 1995). Aunque los suelos dridos y semidridos desempefian un papel
comparativamente pequefio en la dindmica global del nitr6geno, representan alrededor de un
tercio de los hébitats terrestres (Meigs 1953) y pueden ser particularmente sensibles a los

cambios ambientales a gran escala (Stursova y col. 2006).
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CONCLUSIONES

* Elsuelo arido del desierto mostré mayor diversidad de filotipos bacterianos que el suelo
del matorral semidrido. En ambos suelos los clones del gen amoA se agruparon dentro del
grupo 3 de Nifrosoespira, un grupo dominante en suelos con pH neutro y relativamente altas
concentraciones de amonio. El suelo semidrido mostré una diversidad mayor para el gen
nirS que para el gen nirK. En el suelo 4rido no se detect6 la presencia de genes de
desnitrificadores. Un importante ndmero de secuencias de los diferentes marcadores
analizados se agruparon separadas o s6lo relacionadas a clones ambientales, sugiriendo que
estos ambientes podrian estar colonizados por bacterias exclusivas de estos suelos.

= -Los resultados de los ensayos de microcosmos indicaron cierto grado de estabilidad de 1a
diversidad genética bacteriana del suelo frente a los tratamientos ensayados, los cuales
afectaron principalmente la actividad metabélica de la microbiota, en particular la actividad
de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno. La presencia activa de estos gremios
bacterianos sugiere que pueden desempefiar un importante papel en el balance de nitré geno
de estas zonas 4ridas y semidridas, especialmente bajo condiciones de mayor disponibilidad
de agua.

* El tipo de suelo explico la diferenciacién de las comunidades microbianas a nivel
genético y metabolico. Los factores edéficos que influenciaron los agrupamientos fueron el

pH y la MO, pardmetros que diferencian ambos tipos de suelo.
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PROYECCIONES

ILa investigacion realizada es relevante porque: i) el anélisis a nivel de la microbiota
es un enfoque novedoso para estudiar los efectos de la disponibilidad de agua y el ingreso
acido de Nr a los ecosistemas aridos, ii) permite establecer relaciones entre la diversidad
microbiana y la funcién del ecosistema y iii) permite una aproximacion a la diversidad
microbiolégica de suelos dridos y semidridos, la cual puede ser un reservorio de recursos
genéticos con nuevas propiedades metabdlicas.

Los efectos del cambio global, sobre 1a calidad e intensidad de los pulsosdeagua,y
sobre un aumento en la asincronia de la disponibilidad de agua, probablemente tendrén
efectos sobre los ciclos biogeoquimicos en ecosistemas limitados por agua (Anstin y col.
2004). Por lo tanto, una comprensién integrada de los procesos biogeoquimicos y
microbianos dependientes de agua en estos sistemas poco estudiados constituye un desafio.
Por otro lado, el aumento de las emisiones antropogénicas de nitrégeno a la atmésfera, con
consecuencias ain desconocidas para el ciclo biogeoquimico (Vitousek y col. 1997),
podrian ser particularmente severas en estos ecosistemas donde el nitrégeno es considerado
normalmente como limitante (Hooper & Johnson 1999; Ehleringer 2001).

Si aceptamos que la diversidad “genética funcional” refleja la diversidad potencial
de determinada funcién ecoldgica que realizan los grupos de microorganismos, entonces
esta diversidad tiene consecuencias para las funciones ecosistémicas y, por lo tanto, puede

relacionarse con la estabilidad y resiliencia de los ecosistemas (Ward 2002). Esta afirmaci6n
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tiene particular importancia en los suelos de ecosistemas aridos y semi4ridos que se supone
tienen reducida actividad microbiana (Gallardo & Schlesinger 1992).

Por otra parte, los ecosisternas 4ridos son ambientes extremos que albergan una gran
diversidad de microorganismos (Bhatnagar & Bhatnagar 2005), los cuales son una fuente de
recursos genéticos dadas sus capacidades para resistir o tolerar condiciones extremas de
sequedad, limitacién de nutrientes, radiacién y otras condiciones extremas (Rainey y col.
2005; Chanal y col. 2006; Drees y col. 2006). Nuevas secuencias y microorganismos podran
tener aplicaciones biotecnolégicas o ayndar a dilucidar los mecanismos que subyacen a la

evolucién y adaptacidén microbiana a estos ambientes.
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Tabla A2. Relacién C/N 'y contenido de nitrégeno, fésforo y potasio disponibles durante la
incubacion de los microcosmos de suelo semidrido (M: matorral) y arido (D: desierto).
Tratamientos: tH20: agua desionizada; tAc: solucién acida (pH 4,0) sin Nr; tNr: solucién
neutra (pH 7,0) de nitrato de amonio (100 pg g™); tNrAc: solucién dcida (pH 4,0) de nitrato
de amonio (100 ug g‘l). Tiempos: t0: 0 dias post tratamiento; t28: 28 dias post tratamiento;
156: 56 dias post tratamiento; 184: 84 dias post tratamiento.

N P K
(mgKg") (mgKg') (mgKgh)
10 tH20 14,47 34,00 5400 274,00

tAc 16,4 50,00 52,00 263,00

Nr 1438 7600 37,00 297,00
13,77 77,00 5400 282,00

28 tH20 19,84 48,00 49,00 303,00
tAc 18,54 40,00 49,00 299,00
Nr 1801 92,00 51,00 306,00
fNrAc 19,12 88,00 48,00 295,00

156 tH20 14,08 2500 49,00 254,00

y tAc 15,55 30,00 49,00 257,00
tNr 14,17 57,00 53,00 258,00
iNrAc 15,16 53,00 53,00 257,00

t84 tH20 1627 21,00 38,00 256,00
tAc 16,17 2600 50,00 251,00
iNr 15,60 3800 43,00 263,00
{NrAc 1592 40,00 5400 259,00

CIN

Suelo semiarido
Z
[¢]

T —

g 0 €120 11,05 10,00 8,00 484,00
= tAc 15,16 6,00 5,00 468,00
o tNr 11,44 25,00 5,00 450,00
;;; tNrAc 13,03 25,00 4,00 468,00
28 tH20 14,52 5,00 8,00 498,00
tAc 15,04 5,00 6,00 518,00

tNr 14,14 27,00 5,00 495,00
tNrAc 11,72 23,00 5,00 495,00

t56 tH20 17,92 5,00 500 505,00 -
tAc 19,08 3,00 400 500,00
Nr 1537 20,00 500 495,00
tNrAc 15,72 17,00 500 503,00
t84 tH20 19,80 2,00 500 534,00
tAc 24,07 3,00 500 532,00

tNr 21,49 14,00 6,00 529,00
iNrAc 15,33 19,00 3,00 546,00




Tabla A3. Resultados del ANOVA de dos-vias para los parametros edéficos, las tasas de
actividad y los pardmetros de diversidad, considerando como factores para el andlisis los
tratamientos aplicados y el tiempo de incubacién de los microcosmos.
Suelo semidrido Suelo arido
Factores % varianza F P % varianza F P
@, pH interaccion’ (36)° 6.63 1.29 0.1579 6.79 1.97 0.0041
S tratamiento(3) 0.74 1.74 0.1628 3.93 13.71 <0.0001
Eg tiempo (12) 77.82 45.57 <0.0001 79.35 69.20 <0.0001
T ORP interaccion (36} 7.15 3.53 <0.0001 5.90 1.74 0.0158
@ tratamiento(3) 12.66 74.88  <0.0001 0.48 1.69 0.1729
B tiempo (12) 74.33 10990 <0.0001 83.85 74.32 <0.0001
% CH interaccidn (36) 1.28 0.65 0.9287 1.30 0.39 0.9991
\E tratamiento(3) 0.50 3.01 0.0334 0.32 1.17 0.3248
=W tiempo (12) 92.51 140,50 <0.0001 88.75 7991 <0.000]1
MO interaccion (36) 9.46 0.65 0.9319 12.96 0.76 0.8216
tratamiento(3) 1.71 1.40 0.2461 1.46 1.03 0.3830
tiempo (12) 46.49 9.52  <0,0001 36.46 643  <0.0001
NH, interaccién (36) 11.73 1.03 0.4397 11.50 3.89  <0.0001
tratamiento(3) 15.84 16.68 <0.0001 62.55 25370 <0.0001
tiempo (12) 30.52 1041 <0.0001 1740  17.65 <0.0001
NOy interaccion (36) 648 1.66 0.0253 4.30 3.19 <0.0001
tratamiento(3) 38.40 11790 <0.0001 85.84 764.10 <0.0001
tiempo (12) 43.82 33.63 <0.0001 5.96 13.26  <0.0001
2 amonificacién  interaccién (9) 9.24 1.41 0.2267 37.08 16.88  <0.0001
= tratamiento (3) 242 1.10 0.3621 1.21 1.66 0.1954
= tiempo (3) 64.99 29.68 <0.0001 53.89 73.61  <0.0001
f—,‘ nitrificacion interaccidn (9) 14.06 3.76 0.0026 37.65 4.28 0.0010
g tratamiento (3) 0.50 0.40 0.7553 5.59 191 0.1481
=i tiempo (3) 72.14 57.81 <0.0001 25.50 8.70 0.0002
g desnitrificacion  interaccion (9) 20.45 7.68  <0.0001 52.50 947  <0.0001
ﬁ tratamiento (3) 7.75 8.73 0.0002 2,12 1.15 0.3450
tiempo (3) 62.33 70.22 <0.0001 25.68 13.90 <0.000]
% 3 interaccion (6) 18.02 1.48 0.2288 8.20 1.17 0.3530
_g tratamiento (3) 8.63 1.41 0.2633 11.04 1.57 0.2352
5‘ tiempo (2) 24 .46 6.01 0.0077 43,29 18.49 0.0006
o J interaccidn {(6) 14.82 0.96 0.4695 15.00 1.35 0.2951
'C"j tratamiento (3) 22.57 2.54 0.0537 24.38 2.19 0.1296
tiempo (2) 1.16 0.23 0.7987 1.12 0.30 0.5905
S interaccién (6) 15.39 1.18 0.3497 5.86 1.09 0.3807
tratamiento (3) 4.70 0.72 0.5493 7.28 1.36 0.2911
tiempo (2) 27.77 6.39 0.0060 58.29 32.604 <0.0001

* pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgdnica (MO); contenido de amonio
(NH,"); contenido de nitrato (NOy).

® Amonificacién: produccién/consumo de amonio; nitrificacién: produccién/consume de nitrato; desnitrificacion:
produccién/consumo de 6xido nitroso.

*indice de diversidad de Shannon-Weaver (H); Indice de equitatividad (J) y Riqueza (S) de los perfiles fisiolégicos a
nivel comunitario (CLPP).

4 interaccién = tratamiento x tiempo.

®Grados de libertad 1




