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RESUMEN

El destino y distribucion de los compuestos nitrogenados en los ecosistemas dependen
de los procesos microbioldgicos que regulan el ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Ea
este frabajo se estudid el efecto de! amonio sobre la diversidad de bacterdas
nitrificantes y de la comunidad bacteriana. Para ello se ulilizé un ensayo de
microcosmos con suelo rizosférico y no-rizasférico, incubado durante 90 dias a 20°C.
Se determind el contenido de amonio y nifrato por colorimetria y el perfil fisiologico a
nivel de la comunidad (CLPP) con el sistema BIOLOG Eco-Plate. La diversidad de
filotipos se determiné con el marcador molecular amoA amplificado por PCR y resuelto
mediante T-RFLP. Los amplicones del gen amoA fueron clonados y secuenciados. Los
resultados muesiran que durante los primeros 15 dias hay produccién de nitrato, el
cual disminuye rapidamente en la rizosfera y mas lentamente en el suelo. Por el
confrario, el amonio presentd un comportamiento ciclico durante los 90 dias,
probablemente por efecto de amonificacidn. Los patrones de utilizacion potencial de
fuentes de carbono discriminan entre las muestras de suelo rizosférico y no-rizosférico,
obteniéndose resufiados reproducibles entre réplicas de microcosmos independientes.
En cuanto a los perfiles de T-RFLP, no se observan cambios importantes en la
diversidad del gremio de oxidadores de amonio, manteniendo un patrén similar tanto
en suelo como en rizésfera. El andlisis in silico de los TRFs y la secuencia de clones
del gen amoA indican que los oxidadores de amonio predominantes en estos habitat

estin estrechamente relacionados con Nitrosospira y Nitrosomonadales.




ABSTRACT

The fate and distribution of nitfrogenated compounds in the ecosystems depend
on the microbiological processes that regulate the nitrogen biogeochemical cycle. In
this work, the effect of ammonium on the diversity of nitrifying bacteria and the tfotal
bacterial community was studied. To achieve this, a microcosm was set-up with
rhizospheric and non-rhizosphesic soil and incubated for 90 days at 20°C. The
ammonium and nifrate content were delermined colorimetrically and the community
level physiological profile (CLPP) was determined using the BIOLOG Eco-Plate system.
The phylolype diversity was determined using the amoA molecular marker amplified by
PCR and resolved using T-RFLP. The amoA amplicons were cloned and sequenced.
The results show that during the first 15 days there is production of nitrate, which
decreases rapidly in the rhizesphere and more slowly in soil. On the other hand, the
ammonium had a cyclic behavior during the 90 days, possibly due to the effect of
ammonification. The potential carbon source utilization profiles discriminate between
rhizospheric and non-rhizospheric soil, thus obtaining reproducible results between
replicates of independent microcosms. With respect o the T-RFLP profiles, there were
no important changes observed in the diversily of the ammonium oxidizing guild, where
a similar pattem was observed both in the soil as well as in the rhizosphere. The in-
silico analysis of the TRFs and the clone sequences of the amoA gene indicate that the
predominant ammonium oxidizers in these habitats are closely related to Nitrosospira

and Nitrosomonadales.




INTRODUCCION

La productividad primaria en la mayoria de los ecosistemas terrestres esta
limitada por nifrégeno (Vitousek & Howarih, 1991), y alteraciones en [a biogeoquimica
de dicho efemento a menudo afectan profundamente la productividad y sustentabilidad
de estos sistemas. Para describir el impacto de la actividad humana en el ecosisiema
es esencial caracterizar las comunidades microbianas que en él habitan, cambios en la
abundancia y diversidad de éstas pueden resultar en lasas alteradas de sus funciones
(Calbrix et al, 2005). Esto es especialmente probable para los grupos involucrados en
el ciclo del nitrégeno dado el bajo grado de redundancia funcional de esta microbiota

{(Woiters et al, 2000).

Si bien la aplicacién de fertilizante nitrogenado mejora la productividad del
suelo, ésta ha tenido importantes efectos ambientales perjudiciales. El destino y
distribucion de los compuestos nitrcgenados en los ecosistemas dependen de los
procesos microbiologicos que regulan el ciclo biogeoguimico del nitrégeno. El ciclo del
nifrdgeno (Figura 1) involucra gran variedad de reacciones de Oxido-reduccion, las
cuales pueden ser resumidas en 3 etapas claves: i) fijacién, reduccion de dinitrdgeno
gaseoso a amonio; i) nitrificacion, oxidacién de amonio a nitrato; y i) desnitrificacion,

retormo del nirdégeno a su estado gaseoso.



Volatilizacién N>
N2 ) A ‘
Amaonificacion Materia
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. NO3~ Desnitrificacion
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Figura 1. Ciclo del Nitrégeno.

Este trabajo se centra en la nitrificacion. La importancia de la nitrificacién en la
rizosfera es su efecto sobre el contenido relativo de amonio (NH,4") y nitrato (NO3), que
constituyen las formas mas comunes en que las plantas y microorganismos incorporan
nitrégeno. Durante la nitrificacion, el NH," es convertido a NO3™ en un proceso que es
llevado a cabo en dos etapas, generandose inicialmente nitrito y luego a partir de éste,
nitrato. La primera etapa es mediada por las bacterias oxidadoras de amonio (AOB)
encargadas de oxidar el amonio a nitrito, seguidas en forma secuencial por otro gremio
bacteriano encargado de oxidar nitrito a nitrato (NOB: bacterias oxidadotas de nitrito)
(Madigan et al, 1999). En el suelo los dos principales géneros de bacterias nitrificantes

son Nitrosomonas y Nitrobacter.

Actualmente, el estudio de los grupos bacterianos responsables del ciclo del
nitrégeno y el efecto de factores bidticos y abibticos sobre su funcién, cobra mayor
relevancia ya que este ciclo es uno de los mas perturbados por accién antropogénica

(Galloway et al, 2003).




La oxidacion de amonio es el paso limitante de la nitrificacién, la cual actiia
como un proceso de movilizacién del nitrdgeno en el suelo. Esta movilizacion se
produce al transformar iones cargados positivamente (NH;"), que se unen
preferentemente a las particulas de arcilla con carga contraria, en moléculas de carga
negativa (NO, y NO3') capaces de difundir por el suelo (Mednum et al, 1999; Atlas &
Bartha, 2002). Relativamente pocos géneros hacterianos intervienen en la nitrificacion

por lo que cualquier tipo de eslrés ambienta! puede afectarla gravemente.

Al considerarse la oxidacién del amonio como la reaccién limitante de la
nifrificacion, las AOB han recibido mayor atencién en los dltimos afios (De Boer &
Kowalchuk, 2001; Risgaard-Petersen et al, 2004;). Las ACB son microerganismos
guimiofitoautolrdficos que oblienen toda la energia para su crecimiento del
acoplamiento de la oxidacidn del amonio al sistema de transporte de elecirones. La
enzima clave del proceso es la amonio monocoxigenasa (AMO), y el gen que la
codifica (amoA) se ha usado para analizar la composicion y diversidad de las
comunidades de las AOB (Nicolaisen & Ramsing, 2002; Norton et al, 2002; Bernhard
et al, 2005; Yeager et al, 2005). Las AOB se encuentran en la mayoria de los habitats
aendbicos donde el amonio esta disponible mediante la mineralizacién de la materia
organica o por fuentes antropogénicas y, por ende, ellas son ubicuas en suelo, agua
dulce y ambientes marinos (Kowalchuk & Stephen, 2001; Horz, 2004). Dada su
ubicuidad, ademas de un metabolismo representado por enzimas Gnicas y su origen
monofilélico, estas bacterias son ideales como objeto de estudio (Bothe et al, 2000).
Sin embargo, los estudios ecologicos de las AOB fueron por mucho tiempo impedidos

por las dificultades para aislar y cultivar estos microorganismos (Kowalchuk &



Stephen, 2001). En la actualidad existen diversas esfrategias independientes de
cuitivo para estudiar a las bacterias en sus ambientes naturales, especialmente
aguellas que ain no se cuitivan (Bothe et al, 2000). Las aproximaciones moleculares
para el estudio de la composicién y diversidad de [as AOB se basan principalmente en
la amplificacion por PCR de un marcador funcional, el gen amoA, que codifica para la
subunidad affa de Ia enzima AMO (Kowalchuk & Stephen, 2001; Norton et al, 2002;

Nicolaisen & Ramsing, 2002).

Para la resolucion de los amplicones de similar tamafio pero que difieren en
secuencia se utilizan diferentes técnicas, entre ellas los perfiles de T-RFLP (Terminal
Resfriction Fragment Length Polymorphism) (Liu et al, 1897, Marsh et al, 2000). El

analisis de genes funcionales mediante €l polimorfismo en el largo de los fragmenios

de restriccion terminales (T-RFLP) (Liu et al, 1997), provee un robusto método

independienie de cullivo para examinar [a diversidad de las bacterias oxidadoras de
amonio y [a composicidn de la comunidad total, ya que se ha comprobado que ef
marcador molecular amoA presenia una mayor variacién en su secuencia versus el
16S (DNA, lo que permite una mayor discriminacion incluso entre poblaciones
cercanamente relacionadas (De Boer & Kowalchuk, 2001; O"Mullan & Ward, 2005). El
analisis de T-RFLP, provee una representacion semi-cuantitativa de la distribucién de
secuencias (riqueza) y abundancia relativa (equitatividad) entre muesiras (Yeager,

2005).

El estudio de Ia diversidad y funcién de grupos microbianos participantes en el
ciclo del nitrogeno se ha realizado en gran variedad de habitats, entre los que se

cuentan suelos de bosques (Mintie et al, 2003) y de sistemas agricolas (Mednum et al,



1899, Okano et al, 2004), donde el ingreso de nitrégeno por via antropogénica o
natural parece ser bastante relevante. Sin embargo hay muy poca informacion sobre
las comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de las plantas actinorricicas, las
cuales establecen simbiosis con baclerias fifadoras de nitrogeno (Schwencke & Cartl
2001). En la rizésfera actinorricica hay un incremento del nitrégeno combinado debido
a 1a fijacion biologica (Card et al, 2003; Chévez & Cari, 2006), lo que sugiere que este
ecosistema edafico podria ser un modelo adecuado para el estudio de ia diversidad y

{a funcién de grupos microbianos del ciclo del nitrégeno.

En base a los antecedenies presemtados, se propone estudiar el efecio del
amonio scbre la funcion y composicion de bacterias nitrificantes. Para esto se utilizaran
como modelo de estudio microcosmos de suelo rizosférico de planias actinorricicas

(Colletia hyshix), no aclinomricicas y suelo sin coberfura vegetal.

Como hipdtesis se plantea que dado que el amonio es la fuente de energia de
las bacterias nifiificantes, la adicion de amonio ai suelo producird un aumento en la
actividad nikificante de este giupo de bacterias, sin afectar su composicion. La
actividad nilrificante sera mayor en los microcosmos derivados de rizosfera debido a ia
mayor abundancia de microorganismos en comparacién a suelo sin cobertura. La
rizosfera aclinomicica presentard la mayor actividad debido al mayor contenido de

nifrégeno combinado.

El objetivo genera! del frabajo fue evaluar el efecto del amonio sobre ia

composicion y actividad del gremio de baclerias nilsificantes y sobre el comportamiento




metabdlico de la comunidad bacleriana de la rizosfera y suelo sin coberiura vegetal en

un ensayo de microcosmos. Gomo objetivos especificos se plantearon:

1.- Determinar la tasa de nitrificacion evaluando los cambios del contenido de amonio
y nifrato en ef tiempo.

2 - Delerminar {a diversidad de fifotipos de baclerias oxidadoras de amonio en suelo y
rizosfera mediante patrones de T-RFLP derivados de una mezcla de amplicones del
marcador molecular amoA.

3.- [dentificar los oxidadores de amonio predominantes en las condiciones de estudio
mediante clonacién y secuenciacion del marcador molecular amoA.

4 - Detesminar Ia diversidad metabdlica potencial de la comunidad microbiana en los

microcosmoes luego del tiempo de incubacion mediante perfiles fisiologicos a nivel de

comunidad.



MATERIALES & METODOS

1. Muestreo

Las muestras fueron tomadas en Ia localidad de “El Romeral’ (33° 48°S; 70°
14'W) (Figura 2), ubicada dentro del sector del cajon del Maipo, Region Metropolitana.
El sitio corresponde a una zona semidrida del matorral esclerdfilo de Chile Central
definido por una poblacion de Collelia hystrix. Las muestras para esfe estudio se
obtuvieron desde la rizosfera de Colletia hystrix (muestras Col-4 y Col-5), desde la
rizosfera de una planta no-actinorricica como Quilfaja Saponaria (muestra N.A-25) y
desde suelo sin cobertura vegetal (muesiras S-1 y S-5). Las muestras estan
distribuidas en una area de aproximadamernte 10 x 10 m. Las muestras fueron tomadas

a 10 cm de profundidad, homogenizadas y almacenadas a 4°C hasta su utilizacion.

Figura 2. Ubicacion geografica del sitio de muestreo.
El cuadrado wjo indica la zona de “El Romeral”,




2. Determinacion de parametros edaficos

Los parametros edaficos fueron determinados en el laboratorio de diagnostico
de! INIA (Instiluto de Investigacion Agropecuaria) en base a métodos estandares. Se
determind para cada muestra: contenido de materia organica, y contenido de nitrégeno,

potasio y fésforo. La metodologia usada se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Metodologia usada en la determinacion de los pardmetros edéficos.

Paramehbro eddfico Metodologia usada
teri s Combustion himeda y determinacién colorimétrica del
W Organica cromato reducido.
Nitrégeno Digestion de Kjeldahl.
Edsforo Extraccion con bicarbonato 0.5 M (pH 8,5) y determinacién
colorimétrica del azul de molibdeno.
Potasio Extracio de saturacion y espectrofotometria de absorcidn y

emision atomica.

3. Montaje de los microcosmos

Los microcosmos (MC) fueron preparados de la siguiente manera: 50 g de
suelo fueron suplementados con una solucibn de sulfaio de amonio a una
concentracion final de 200 y 400 ug g de suelo para alcanzar un 20% de la capacidad
de relencidn de agua. Como control se ulilizé suelo regado con agua desionizada al

mismo porcentaje de capacidad de refencion antes descrito. Estos MC fueron

incubados a 20°C durante 90 dias.




4. Perfiles de nitrato y amonio

4.1 Exiraccitén de Nitrégeno mineral

La extraccion de nitrdgeno mineral se realizé seglin una modificacién del
protacolo descriio por Forster (1995). Para oplimizar la extraccién se probaron fres
soluciones exiractantes: KCI 2 M, KAISO,), al 1% y agua desionizada a una razdn de
mezcla 1:8 (masa:volimen) sobre suelo actinorricico regado al 20% de su capacidad
de retencion con: i} agua desionizada, i) solucién de 400 ug g de KNO; v iii) solucion
de 400 ug g de (NH4),S0,. Ademas, como control de la retencién que pudiera ejercer
el suelo scbre el nitrégeno mineral se probaron los extractantes directamente sobre las
soluciones de nitrato y amonio antes mencionadas. En base a lo obtenido se decidié

ulilizar agua como solucidn extractante.

4.2 WMediciones de nitrato y amonio

Las conceniraciones de NOs; y NH;" se determinaron mediante métodos
colorimélricos descritos por Forster (1995). Todas las determinaciones fueron

realizadas en duplicado.

&. Perfiles fisiologicos a nivel de comunidad {CLPP)

Para evaluar la diversidad metabdlica potencial de la comunidad microbiana se
uiilizé el método BIOLOG medianie EcoPlate™ que permite detectar Ia utilizacion de
31 fuentes de carbono. Los indeulos para las EcoPlate™ se prepararon a partirde 1 g
de suelo fresco resuspendido en buffer PBS estéril y agitado durante toda la noche.
Las suspensiones de suelo fueron plagueadas en medio DNB sélido e incubadas a

27°C por 48 h para determinar el ndmero de microorganismos viables en cada

muesira. las placas BIOLOG EcoPlale™ se inocularon con 100 L de Ias
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suspensiones de suelo ajustadas para obtener 10° micreorganismos cultivables por
pociflo y se incubaron a 27°C por una semana. El desarrollo de color en los pocillos
individuales que indica la ulilizacion de las fuentes de carbono fue registrado cada 12 h

(Garland, 19897).

6. Técnicas moleculares

6.1 Extraccion de DNA desde muesiras de suelo

El DNA total de [as muestras se obluvo a partir de 0,25 g de suelo empleando el
kit de exiraccion "UitraClean Sail DNA” (MoBio Laboratories®) segin instrucciones del
fabricanie. E]l DNA obtenido fue visualizado en geles de agarosa al 0,8% en buffer TAE

1X, tefiidos con bromuro de efidio (0,5 ug ml") y almacenado a -20°C.

6.2 Ampliicacion del gen amoA

El gen amoA fue ampiiicado usando una estrategia de PCR anidado (Yeager,
2005). Para la amplificacion se utilizaron los partidores descritos en la Tabla 2. En el
primer PCR se usaron los partidofes amoA-2F y amoA-5R (Webster et al, 2002) a una
concentracion de 7 pmol en 25 pl de reaccion que contenia buffer de PCR 1X, 1,5 mM
de MgCl,, una mezcla de los 4 dNTPs a 200 pM, 10 pg de BSA (Gibco BRL®), 2,5 U de
Taq pofimerasa {Invitrogen®) y agua nanodesionizada hasta completar 24 pl. Se usé
como templado 1 pl de DNA extraido de suelo. La amplificacién se realizé usando un
método de "fouchdown” (Webster et al, 2002) con los siguientes pasos secuenciales:
desnaturacion inicial 94°C por 5 min; seguido por 20 ciclos a 94°C por 40 seg
(desnaturacién), 55°C por 5 seg bajando 0,2°C  seg” hasta 45°C por ciclo
(hibridacidn), 72°C por 1 min (extension); luego 15 ciclos a 94°C por 40 seg , 45°C por

50 seg, 72°C por 1 min; para terminar con una extension final de 7 min a 72°C.
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Para el PCR anidado, 2 yl del producio de la primera reaccién fueron usados
como templado para la segunda reaccion de PCR utilizando 20 pmol de los partidores
amoA-1F y amoA-2R (Rotthauwe et al, 1997) (Tabla 2). El resto de los reactivos para la
mezela de reaccion se usaron en las mismas conceniraciones que en el primer PCR.
Los paramelros de amplificacién fueron: desnaturacion inicial a 95°C por 5 min;
seguido de 40 ciclos de desnaturacin a 94°C por 45 seg, hibridacion a 60°C por 1 min,
y extension a 72°C por 1 min; se termind con una extension final de 10 min a 72°C. Los
amplicones de amoA para el andlisis de T-RFLP se generaron usando el pariidor
amoA-1F de la segunda reaccién de PCR marcado en el extremo 5 con NED {2,7',8"-
benzo-5-fluoro-2°,4,7-frichloro-5-carboxyfluorescein) {(Operon Inc. Technologies). La
comrecta amplificacion de DNA se verifico por electroforesis en geles de agarosa al

1,2% en buffer TAE 1X tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug ml™).

Tabla 2. Partidores usados pam la amplificacion del gen amoA de [os oxidadores de amonio.

Partidaor Secuencia {5-37) Tamairio {pb) Referencia
- AAR GCG GCS AAGATG CCG CC
amoA-2F 800 Webster et al, 2002
amoA-5R TTATITGATCCCCTC
moA-1F GGG GTT TCT ACT GGT GGT
amo, 490 Rofthauwe &t al, 1997
AMOA-ZR CCCCTCKGS ARAGCC TTC TIC
6.3 Perfiles de T-RFLP

Los produclos de PCR flucrescentes se purificaron usando €l kit UltraClean™
PCR Cleanup™ (Mobio Lab) y se cuanfificaron usando e! programa computacional
Un-Scan-it gel (Silkk Scienfific Comoration). 20-50 ng de producto marcado fueron
digeridos usando la enzima de restriccion Hhal (New England Biolabs). Los fragmentos

de reshriccion se separaron por electroforesis capilar en un secuenciador ABl PRISM

3100 Avant-Genetic-Analyzer Prism®. Los tamaiios de los TRFs (Terminal restriction




12

fragments) se determinaron empleando el programa de analisis GeneScan 3.1 (ABI). El

procedimiento general de la metodologia de los T-RFLP se esquematiza en la Figura 3.

@G» A = B ST
oD = wjp SIS
o ST -
* c
| s— . )
| E |e—| D S T
i s A <= - AT I
| : H | L: g ~ N b y a
5] B ST rrrrs

Figura 3. Representacion grafica del método de T-RFLP. A. Extraccion de DNA. B.
Amplificacion del gen de interés usando un partidor marcado. C. Digestidon del producto con una
enzima de restriccion. D. Separacion de TRFs por electroforesis capilar. E. Electroferograma

resultante.

6.4. Clonacibn y Secuenciacion

Para la construccion de una genoteca de bacterias AOB, los amplicones del gen
amoA obtenidos de las muestras de suelo se clonaron en células competentes de
Escherichia coli DH50 usando el TA Cloning® Kit Dual Promoter (pCR®II) segun las
indicaciones del fabricante. Los clones obtenidos fueron caracterizados por sus
patrones de RFLP. A partir de cada clon se realiz6 una amplificacién del inserto y el

amplicon obtenido fue digerido con Haelll. Los fragmentos de restriccion se resolvieron
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por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% en buffer TAE 1X. Los clones con

distinto pairén de RFLP fueron secuenciados en un secuenciador ABI 1.6.0 .

7. Analisis de los datos

7.1. Variabilidad de parametros edificos. Analisis estadisticos.

Para determinar diferencias significativas enire los parametros edéficos de los
suelos, se tomaron datos obtenidos desde siete puntos de cada tipo de suelo para un
muestreo realizado duranite el mes de Oclubre y se utilizé un andlisis estadistico no
paramétrico, el analisis de varianza de Kruskal-Wallis seguido de el test de
comparacion miifiple de Dunn, considerando un intervalo de confianza de 95%. Para
estos propésitos se utilizé como herramienta el software GraphPad Prism version 4.0

para Windows, San Diego California USA (www.graphpad.com).

7.2. Periiles fisiol6gicos a nivel de comunidad (CLPP)

La diversidad metabdlica de la comunidad (DMC) se obtuvo mediante BIOLOG
EcoPlate™ graficando el desarrolio de color en los pocillos individuales en el iempo.
Para comparar los perfiles de CLPP se construyé una matriz binaria de
presenciafausencia. La similitud entre las muestras fue estimada mediante el indice de
Simple Matching y el algoritmo de agrupamiento UPGMA (Unweighted pairs group
method with arithmelic average). El dendrograma fue obtenido usando el programa
TREECON (Van de Peer & De Wachter, 1994). Se realizé andlisis de bootstrap sobre

100 réplicas graficando sélo los valores sobre 50%.

2.3, T-RFLP amoh
Los TRFs obfenidos sobre 50 UF fueron analizados en base a presencia y

fluorescencia relativa a fin de compararios entre muestras. Se obtuvieron en el
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GenBank secuencias de AOB conocidas, las cuales se digirieron in silico utilizando el
programa informatico Bioedit Sequence Alingment Editor version 7.0.5.2 (Hall, 1999)

para identificar los posibles biotipos presentes en los microcosmos.

7.4. Analisis de las secuencias
La identidad de las secuencias de los clones se evalu6 utilizado el programa BLASTN

en la base de datos del NCBI (htip://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/) (Altschul et al,

1997). Las secuencias de referencia utilizadas en las filogenias se obtuvieron de la
base de datos del GenBank. Las secuencias se alinearon usando el programa Bioedit
Sequence Alingment Editor version 7.0.5.2 (Hall, 1999) y el arbol filogenético se
realizoé con el programa TREECON (Van de Peer & De Wachter, 1994). Para esto se
escogié un modelo de sustitucién que asume igual frecuencia de bases e igual tasa de
sustitucion de éstas a lo largo de la evolucion, Jukes & Cantor (1969). Para inferir la
topologia del arbol se usé el algoritmo de distancia UPGMA para observar el
agrupamiento y relacion de los clones obtenidos con las secuencias conocidas
presentes en la base de datos del GenBank. Se realiz6 un analisis de bootstrap para

determinar la confianza de las filogenias obtenidas.
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RESULTADOS

1. Construccion de microcosmos {MC) y parametros edaficos

Para la construccion de los microcosinos se utilizé suelo rizosférico y suelo sin
coberiura vegetal. Los MC construidos con rizosfera actinorricica derivada de Colletia
hystrix (Cot-4 y Col-5) se designaron como MCR-Col4 y MCR-Col5 y con rizésfera no
aclinomricica derivada de Quillaja saponaria (NA25) como MCR-NA25. Los MC
construidos con suelo sin cobertura (S-1 y S-4) se identificaron como MCS-1 y MCS-5.
En la Tabla 3 se muestran el porcentaje de materia organica y el contenido de
nitrégeno, fosforo y potasio disponibles presentes en los suelos y rizésfera utilizados en
este estudio. En general, se observa un mayor contenido de materia organica y de
nufrientes en los suelos asociados a rizésiera comprados con el suelo sin cobertura

vegeial.

Usando el andlisis de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn {p<0,05), se puede
observar que los suelos analizados no difieren significativamente en la cantidad de
potasio disponible. Por oira parle, el contenido de materia organica permite diferenciar
fa rizdsfera aciinomricica proveniente de Collefia hysfrix del suelo sin cobertura vegetal,
pero ninguno de éstos difiere significativamenie del suelo rizosférico ne actinorricico.
En cuanto al niindgeno disponible, se pueden obsesvar sdlo diferencias al contrasiar los
suelos provenientes de rizésfera. Finalmente, el contenido de fosforo difiere entre

ambos suelos derivados de rizésfera en comparacion al suele sin cobertura vegetal.
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Tabla 3. Valores promedio de los pardmetros edaficos de los suelos usados para el montaje de
los microcosmos. La significancia fue evaluada usando el anélisis de varianza de Kruskal-Wallis
seguido del test de Dunn {(p<0,05). Las musesiras que comparien la misma letra no presentan
diferencias significativas para la varniable analizada (n =7).

Tipodesuelo | % MO N (ﬂisgp_?!;j‘it;’e P {?jﬁ;_;é’}%‘e K(?'i]sépgg_i%:e
Actinoritica i1 34 82 430°
coborturm 52° 23* a1 284°
Rizosiera o 9.5 14° 72° 517°

2. Perfiles de nitrato/amonio en los microcosmos (MC)

Para determinar las variaciones en los contenidos de amonio y nitrato en los
MC construidos con rizésfera (MCR) y suelo (MCS) se tomaron submuestras de los MC
en los siguientes tiempos: 0, 15, 30, 40, 50, 60, 75 y 90 dias de incubacion. En suelos
rizosféricos asociados a C. hystrix se observd una disminucién en la conceniracion de
amonio durante los primeros 30 dias en las muestras fratadas con suifato de amonio
(Figura 4A y 4C). Luego de este tiempo se presenté un comportamiento ciclico similar
en tendencia, tanto en los MC tratados como en el MC control. Por ofra parte, se
observi un aumento de nitrato durante los primeros 15 dias del experimento (Figura 4B
y 4D), seguido de una rapida disminucioén bajo los niveles de deteccion en todos los

MC montados con muestras rizosféricas al dia 60. Un comportamiento similar fue

observado en MCR-NA25 (Figura 5A y 5B).
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Figura 4. Contenido de amonio y nitrato de los MCR-Col4 y MCR-Col5. En gris se muestra el
tratamiento de 400 ppm; en verde el tratamiento de 200 ppm; en azul el tratamiento con agua
desionizada. 4A. Contenido de amonio para MCR-Col4. 4B. Contenido de nitrato para MCR-
Col4. 4C. Contenido de amonio para MCR-Col5. 4D. Contenido de nitrato para MCR-Col5.
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Figura 5. Contenido de amonio y nitrato de MCR-NA25. En gris se muestra el tratamiento de
400 ppm; en verde el tratamiento de 200 ppm; en azul el tratamiento con agua desionizada. 5A.
Contenido de amonio. 5B. Contenido de nitrato.

En cuanto a los microcosmos construidos en base a suelo sin cobertura vegetal,
se pudo observar un comportamiento ciclico en las mediciones de amonio, similar al
observado en los microcosmos rizésféricos (Figura 6A y 6C). Sin embargo la menor
concentracion de amonio se observa a los 40 dias para la mayoria de los MCS
excepto para MCS-1 suplementado con amonio 400 ppm, indicando que en general la
disminucion del amonio es mas lenta en los MCS. Por ofra parte el contenido de nitrato
en estos MCS mostr6 variaciones ciclicas y no llegé a desaparecer durante el tiempo
de medicion (Figura 6B y 8D), en contraste a lo observado en los MCR. En general, en
los MCS se observo que tanto la disminucion de amonio como el aumento de nitrato

durante la incubacion fueron mas lentos que la observada en los MCR.
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Figura 6. Contenido de amonio y nitrato de MCS-1 y MCS-5. En gris se muestra el tratamiento
de 400 ppm; en verde el tratamiento de 200 ppm; en azul el tratamiento con agua desionizada.
6A. Contenido de amonio para MCS-1. 6B. Contenido de nitrato para MCS-1. 6C. Contenido de

amonio para MICS-5. 6D. Contenido de nitrato para MCS-5.
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3. Perfiles fisiologicos a nivel de comunidad (CLPP)

Para evaluar si la adicion de amonio afecta la diversidad metabdlica de la
comunidad bacteriana folal de suelo y rizésfera, se determinaron los perfiles
fisiolbgicos en fres microcosmos (MCS-1, MCR-Col4 y MCR-NA25) fratados con tres
concentraciones de (NHs)>SO4, (0, 200 y 400 ug g*) e incubados durante 90 dias a
20°C. La figura 7 muestra la diversidad metabdlica de la comunidad total representada
como el promedio de fuentes de carbono ulilizadas por las distintas comunidades
microbianas durante el tiempo de incubacion del ensayo fisiclégico (7 dias a 27°C). Los
pesfiles de CMD muesiran en primer lugar que la comunidad analizada esté activa atn
al dia 80 de incubacidn, con eslo se comrobora que los ensayos moleculares fueron
hechos sobre una comunidad lafente y no sobre células muertas. En términos del
ndmero promedio de fuentes de carbono ulilizadas, fodos los MC exhiben un valor
similar al final del experimento. Sin embargo, al analizar el tipo de fuentes que estaban
siendo consumidas por la comunidad bacteriana, mediante una matriz binaria de
presenciafausencia, hay una separacién clara de los MCR y MCS, los cuales se
agrupan entre si con un boolstrap de 80% y 94%, respectivamente {Figura 8). Por olra
parte, deniro de Ia rizosfera se observan tres subgrupos, separados en torno al tipc de
suelo y Wbatamiento aplicado. Los MCR contol regados Unicamente con agua
desionizada se separan del resto un 88% de las veces sin discriminar entre suelo no
aclinorricico y aclinorricico. Al parecer, 1a adicidn de amonio permite diferenciar enire
tipos de suelo, agrupando con 70% de boolstrap las muestras no actinormricicas
tratadas con amonio y con un 80% las actinomricicas. Cabe destacar que las distancias

enire las muesiras es < 0,1 por lo que hay una gran similitud entre ellas ya sea por tipo

de suelo como por iratamiento aplicado.
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Figura 7. Diversidad metabdlica de la comunidad (CMD) a lo largo del tiempo para MCR-Col4
(azul), MCS-1 (gris) y MCR-NA25 (naranjo). Los circulos representan el tratamiento con 400
ppm de (NH4),SO4, los cuadrados 200 ppm de (NH4),SO, y los tridngulos el tratamiento control
con agua desionizada.
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Figura. 8. Dendrograma de la comunidad microbiana construido en base a la
presencia/ausencia de consumo de cada fuente de carbono del Biolog EcoPlate™. La similitud
entre las muestras fue estimada con el indice Simple Matching y el algoritmo de agrupamiento
UPGMA, usando el programa TREECON. El recuadro naranjo indica la separacién de las
muestras rizosféricas.

4.- Analisis de la diversidad de las AOB presentes en los microcosmos

Para evaluar el efecto de la adicion de (NH,),SO, sobre la diversidad de las
bacterias nitrificantes AOB se utilizé6 una aproximacion molecular independiente de
cultivo. La diversidad de este grupo funcional se evalué directamente sobre la muestra

de suelo o rizosfera a través del marcador molecular amoA.

4.1 Extracciéon de DNA desde muestras de suelo
El DNA extraido a partir de los MC fue visualizado por electroforesis en geles de

agarosa como se muestra en la Figura 9. Se puede comprobar en el gel la integridad
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del DNA exiraido, que hace que éste sea adecuado para la amplificacion mediante

PCR.

Figura 9. Electroforesis del DNA total extraido de fos MC. El DNA fue resuelto por electroforesis
en gel! de agarosa al 0,8%. Pocillo 1, MCR-Col4 0 ppm {60; 2, MCS-5 200 ppm 160; 3, MCR-
Col4 0 ppm 90; 4, MCR-S5 200 ppm t90. Primer caril contiene el marcador molecular A/Hindlil.

4.2. Amplificacién del gen amoA y perfiles de T-RFLP

La diversidad genética del gremio de oxidadores de amonio se evalué en base
a la diversidad del marcador funcional amoA amplificado mediante un PCR anidado. La
correcta amplificacion del gen fue evaluada en geles de agarosa al 1,2%. Se esperaba
un fragmento de 800 pb en ef primer PCR usando los partidores amoA-2F y amoA-5R
(Webster et al, 2002) (Figura 10), sin embargo éste sélo se observé para Nitrosospira
briensis (control positivo). Luego de la segunda reaccién, usando los partidores amoA-
1F y amoA-2R, se obtuvo un fragmento de 451 pb de acuerdo a io esperado (Rotthawe
et al, 1997). La Figura 11 muestra la amplificacion luego de la segunda reaccién de
PCR usando el partidor forward marcado. Los tamaiios esperados fueron comprobados

lzego de la reaccion de PCR usando al marcador de peso molecular 100 bp ladder.
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Figura 10. Electroforesis de los amplicones del gen amoA usando los partidores amoA-2F y
amoA-5R verificado en un gel de agarosa al 1,2%. Paocillo; 1, MCR-Col4 0 ppm; 2, MCR-Col5
400 ppm; 3, MCS-1 0 ppm; 4, MCS-5 200 ppm; 5, MCR-NA25 400 ppm, 6, N. briensis, control
{+); 7, Contro! (-). Todas las muestras fueron obtenidas a los 30 dias de incubacion.
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Figura T1. Resultado de Iz segunda amplificacion del gen amoA usando los partidores amoA-
1F y amoA-2R verificado en un gel de agarosa al 1,2%. Pocillo: 1, 2, 3, 4, MCR-Col4 0 ppm {60;
5, 6, 7, 8, MCS-5 200 ppm 60. Se verificd el famafio esperado (491 bp) usando el marcador
100 bp.
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Para la obiencidn de los periiles de T-RFLP los amplicones de amoA fueron
digeridos con Ia enzima de resfriccidn Hhal como se ha descrito anteriormente (Mintie
et al, 2003; Boltomiey, 2004; Yeager et al, 2005). La Figura 12 muestra uno de los
electroferogramas obtenidos para MCR-Col4 0 ppm y MCS-5 200 ppm a los 30 dias de
incubacién. En general se observa que la fluorescencia estd concenirada entre 4-6
fragmentos terminales de restriccion (TRFs) en el perfil de T-RFLP. Cuando los datos
se analizan en término de presencia de TRFs (riqgueza) y fluorescencia relativa
(abundancia), en funcién del tiempo de incubacion, se observan algunas diferencias en
cuanto a ia composicién de cada muestra. La Figura 13 muestra los principales TRFs
obtenidos durante la incubacion de MCS-5 tratado con amonio y MCR-Col4 usado
como confrol no fratado. Los resultados muestran un patron de unos pocos TRFs que
se mantiene durante todo el experimento, siendo algunos de ellos comunes en ambos
tipos de MC. Por ejemplo, el fragmento terminal (TRF) de 59 pb es comuin en ambos
microcosmos y es abundante durante fodo el periodo de incubacidn, independiente del
tratamiento con amonio. Esfe fragmento terminal pudo identificarse en la base de datos
como Nifrosomonadales (Tabla 4). Por ofra parie, se observan diversos TRFs con
menor representacion pero que aparecen en suelo y rizésfera, como elde 21 pb y el de
65 pb que fueron asociados a Nifrosospira. Por el confrario, el TRF de 101 pb, que fue
enconirado sdlo en suelo, no pudo ser asociado a ninguin género conocido de
oxidadores de amonio. Del mismo modo, los TRFs de 62 pb, 116 pb, 132 pb y 173 pb

estan presentes sdlo en el MC de rizésfera.
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Figura 12. Electroferogramas oblenidos para los T-RFLP de amoA para muestras de DNA de
los microcosmas al tiempo 30 de: 12.A. MCS-5 200 ppm; 12.B, MCR-Col4 0 ppm.
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Figura 13. Frecuencia acumulada de los principales TRFs del gen amoA en MCR-Col4 O ppm y
MCS-5 200 ppm a los 0, 30, 60 y 90 dias de incubaciéon. Cada color indica el tamafo del

fragmento terminal en pares de bases.

Tabla 4. Asociacion de TRFs obtenidos para el gen amoA a géneros de oxidadores de amonio

en la base de datos del GeneBank.

Tamaiio (pb) | Grupo relacionado

21 Nitrosospira
24 Nitrosospira
59 Nitrosomonadales
62 Nitrosomonadales
65 Nitrosospira
101 No identificado
116 Nitrosospira
126 Nitrosospira
132 Nitrosospira

! 173 Nitrosospira
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4 3. Clonacién y Secuenciacion

La composicion del gremio de bacterias oxidadoras de amonio fue determinada
mediante la clonacién y secuenciacion del gen funcional amoA. El DNA obtenido de los
MCS-5 y MCR-Col4 se utilizé como templado para amplificar el gen amoA. La mezcla
de amplicanes fue ligada al vector pCRIl y clonada en E. coff DH5a. La diversidad de
clones fus determinada mediante un pairén del polimorfismo de los fragmentos de
restriccion (RFLP) con la enzima Hhal. En la Figura 14 se muestra el patron de RFLP
de algunos clones. Los clones con diferentes RFLP fueron secuenciados para
identificar los géneros de AOB presentes en los MC. Las secuencias obtenidas fueron
analizadas en el programa BLASTN (Tabla 5). El 100% de los clones analizados se
reiacionaron con especies del género Nifrosospira con una identidad entre el 93-98%.
La secuencia mas relacionada con cada clon obtenido corresponde a bacterias

oxidadoras de amonio no-cuitivadas (Tabla 3).

Ef andlisis filogenélico de las secuencias de los clones permite separarios en
dos grupos distintos (Figura 15). El primeyo comprende Col-4.1, Cot4.2, Col-4.3, Col-
44, Col4.5y S-5.1, S-5.2, 8-5.3, $-5.5 y $-5.6; y el segundo comprende soélo clones
obtenidos a parlir de suelo sin cobertura vegelal. En términos generales todos los
clones se relacionan con organismos del género Nifrosospira y Nitrosomonadales,

esios resultados concuerdan con lo enconirado mediante e! analisis de T-RFLP.




Figura 14. Andlisis de la diversidad de clones del gen amoA. Los
patrones de RFLP de cada clon se determinaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 8%, tefiidos con nitrato de plata. Cada pocillo
comresponde a un clon diferente. Con M se muestran los pocillos que
contienen el marcador de peso molecular 100 bp.

Tabla 5. Identificacion de los clones de amoA usando el programa BLASTN en NCBI.
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Secuencia
Nombre % nismo mas %
clon fnis o | identidad Neacceso | GEINEMONT | idenfidad | N acceso
Col-4.1 B.N.C' g8 DQ480860.1 | Nitrosospira sp. 98 AY445617.1
Col-4.2 BN.C 98 AYB667589.1 Nitrosospira sp. 98 AY445617.1
Col-4.3 B.N.C 88 DQ480860.1 Nitrosospira sp. 98 AY445617 .1
Col-4.4 BNC 98 DQ480860.1 Nitrosospira sp. 98 AY445617 1
Col-45 B.N.C 97 AYBB7595.1 Nitrosospira sp. 95 AY445617.0
S-51 BNC o8 DQ480860.1 Nitrosospira sp. 98 AY445617 1
S52 BN.C 97 AY667589.1 Nitrosospira sp. 97 AY445617 1
S-53 BNC a7 AY667589.1 Nitrosospira sp. a7 AY445617 1
S-54 B.N.C 93 AY249656.1 Nitrosospira sp. 93 AY123836.1
S$55 B.N.C 97 AY667589.1 Nitrosospira sp. 97 AY445617 .1
S5-56 B.N.C 97 AY667589.1 Nitrosospira sp. 97 AY445617 1
S57 B.N.C 93 AY249656.1 Nitrosospira sp. 93 AY123836.1
S-58 B.N.C a3 AY249656.1 Nitrosospira sp. 93 AY123836.1

* Primera secuencia obtenida en el BLAST.
** Primera secuencia en el BLAST que comesponde a una bacteria descrita.
"B.N.C: bacteria no cultivada.
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F—Nitosospire sp.GBOT(DG208950.1)
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— Col-4.2
— Clon 3-14(AY667589.1)
— Clon LT-230 06(D(G480860.1)
- Col-4.4
—1— Col-4.3
| — Col-4.1
— §5.)1
—— Nitmosospira sptI(AY445617.1)
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Figura 15. Relaciones filogenéficas del gen amoA de clones ambientales obtenidos a partir de
musestras de los MC de suelo y rizdsfera. Las distancias se obtuvieron con el indice Jukes &
Cantor y se infirié la topologia del arbol usando el algoritmo de distancia UPGMA con un
bootstrap sobre 100 réplicas {(programa TREECON). Entre paréntesis se dan los nimeros de
acceso de fas secuencias de referencia. Se muestran los bootstrap con valores sobre 50.
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DISCUSION

1. Variaci6n de la concentracién de NO;iNH;' en los microcosmos y su relacion

con los grupos funcionales del nitrégeno

Los resuitados muesfran que durante los primeros 15 dias se observa actividad
nitrificante con produccién de nitrato, el cual disminuye rapido en la rizésfera y més
leniamenie en el suelo sin coberiura vegetal, posiblemente por efecto de
desnifrificacién. El aumento de nitrato durante los primeros tiempos de incubacion es
coincidente con la disminucién de amonio durante el mismo periodo, indicando que hay
una actividad de nitrificacién que promueve esta transformacion. Posteriormente, el
nitrato disminuye hasta niveles no detectables. Esta disminucion del nitrato podria
ocurrir por actividad desnitrificante tanto asimilatoria como desasimilatoria, esta ditima
se favorece en condiciones de anaercbiosis, la cual podria alcanzarse en los lfimos
tiempos de incubacién de los microcosmos. Asimismo, esta disminucion de oxigeno
reduce la actividad de los nitrificadores (Niklaus et al, 2001). Investigaciones anteriores
muesiran que la adicion de concentraciones medias (58 ppm) y altas (395 ppm) de
amonio al suelo esfimula el crecimiento de las poblaciones de desnitrificadores

{Avrahami et al, 2002).

Otra observacion de interés en los MC fue el comportamiento ciclico del amonio
durante el tiempo de incubacion. En el ciclo del nifrdgeno el amonio se forma a partir
de: a) fijacién de nitrégenc molecular, b) reduccion del nitrito y ¢) amonificacion de la
materia organica. La fijacion de N, es improbable que ocurra en los MC ya que hay

nitrégeno combinado en el suelo que inhibe este proceso. Por su parte, la reduccion de
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nitrato 2 amonio esfaria disminuida ya que los niveles de nitrato disminuyen
rapidamente en las rizésfera. Por lo tanlo, dadas las caracleristicas de los
microcosmos, el aumenio posterior def amonio que da cuenta del comportamiento
ciclico, podria estar dado principalmente por el proceso de amonificacion de la materia
organica presente en el sistema. Mednum et al (1999) observaron que luego de Ia
adicién al suelo de un fertifizante que contenia amonio, se observs actividad nifrificante
en los tiempos iniciales, ia cual retomd a los valores iniciales [uego de unas semanas.
Es importante notar que el comportamiento ciclico se ve desfasado al comparar
rizésfera (Figura 4 y 5) y suelo sin coberlura (Figura 6), lo que podria estar dado
durante los primeros tiempos por una menor abundancia bacteriana en este Gltimo, y
luego por diferencia en el contenido de materia organica y por ende en la {asa de
amonificacion. En la figura 16 se muestra la posible dinamica seguida por el ciclo del

nitrdgeno durante el experimento.
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Figura 16. Ciclo del Nitrogeno resultante en los MC. La flecha gruesa indica el proceso
dominante.

2. CLPP y respuesta metabdlica de la comunidad a la adicion de amonio

Marshall (1993) define dentro de los objetivos principales de la ecologia
microbiana para entender el papel de los microorganismos en el ambiente, comprender
los procesos metabdlicos que realizan éstos. Un acercamiento a esta problematica fue

realizada mediante la determinacion de los perfiles fisioldégicos a nivel de comunidad.

La diversidad metabélica de la comunidad (DMC) representa el nimero de
sustratos utilizados por la comunidad y es analogo a la riqueza funcional. La presencia
de color representa la actividad metabolica dada por la dominancia numérica de
especies bacterianas (Konopka et al, 1999). Segun este parametro es posible afirmar
que a los 90 dias de incubacion, tanto el suelo sin cobertura como la rizésfera sometida
a las condiciones descritas para el microcosmo, tienden a homogenizarse en términos
de namero de individuos metabdlicamente activos (Figura 7). Sin embargo, el andalisis

multivariado de cluster, el cual permite cuantificar las diferencias entre las muestras,




indica que si bien las muesiras son similares en cuanto a nimero de individuos, se
diferencian en el tipo de fuentes utilizadas (Figura 8). Este analisis permite discriminar
por tipo de muestra la comunidad bacteriana. Cabe mencionar en este punto que las
Ecoplacas usadas en este experimento, fueron disefiadas para aplicaciones ecoldgicas
y comprenden 31 susiratos de los cuales 9 constituyen exudados de raices (Preston-
Matham et al, 2002), lo gue Ias hace especiaimente sensibles en la discriminacion de
muestras rizosféricas respecto a suelo sin cobertura vegetal. Por otra parte, también se
observd en los resultados que dentro del grupo de ia rizésfera, se forman ftres
subgrupos: muestras tratadas sélo con agua, muestras actinorricicas tratadas con
amonio y muestras no actinorricocas tratadas con amonio. Esto sugiere que el amonio
juega un pape! importante en la diferenciacion de la comunidad bacteriana total, efecto
que actia en forma diferencial sobre la rizésfera actinorricica y no actinorricica. Sin
embargo, es imporiante nofar que la distancia entre las muestras es menor a 0,1, lo
que implica gran similitud entre éstas, por lo que las diferencias observadas que

permiten el agrupamiento son minimas, dando cuenta de la sensibilidad de! analisis.

3. Efecto del amonio sobre la diversidad de bacterias oxidadoras de amonio

Los perfiles de T-RFLP obtenidos para el gen amoA revelan gran similitud entre
suelo sin cobertura vegetal y rizéfera, con y sin amonio. Se observan algunos TRFs
dominantes presentes en ambas muesiras durante toda la incubacion, y ofros
minoritarios que aparecen s6lo en algunos fiempos, pero cuya frecuencia relativa es
minima al comparario con los antes mencionados (Figura 13). Resultados previos
indican que las bacterias oxidadoras de amonio responden ante la fertilizacion del

suelo con nitrato de amonio tardiamente, variando su tamafio poblacional sin
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ohservarse diferencias en la composicion del gremio. Este aumento poblacional no se
relacioné con el aumento de la actividad de nitrificacién (Mednum et al, 1999).
Antecedentes bibliograficos previos muestran que los patrones de DGGE de amoA
(que representan la variabiidad genéfica del gremio bacteriano) permanecen
invariables entre muestras de suelo tratadas con diferentes concentraciones de amonio
y el conirol, en contraste con [as variaciones observadas en la actividad de nitrificacién
{Avrahami et al, 2002). En concordancia con estos antecedentes, no es raro encontrar
tan baja variabilidad en los patrones de T-RFLP en los MC estudiados y que Ia
actividad nifrificante ocuira sélo durante los primeros tiempos de incubacion, Las AOB
parecen responden rapidamente a cambios en el ambiente aumentando su actividad
metabolica sin generar cambios en la composicion del gremio, ésta se modificaria
después de tratamientos maantenidos por largo tiempo, debido a su largo tiempo
generacional (Kowalchuk & Sthephen, 2001). De acuerdo a esto seria esperable
encontrar cambios en [a abundancia relativa de las AOB sélo en los ditimos tiempos de

incubacion de los microcosmos.

Por otra parte, algunos autores indican que la concentracion de amonio, la
concentracion de oxigeno y el pH serian los parametros ambientales que mas afectan
la actividad y diversidad de la comunidad nitrificadora (Princic et al, 1998). De acuerdo
a nuestros datos, la adicion de amonio no parece tener mayor efecto en la abundancia
de las AOB en los microcosmes analizados, de acuerdo a los patrones de T-RFLP
observados. Esta ausencia de efecto podria estar dada porque los microcosmos
podrian estar respondiendo a ofros parameiros ambientales como la adicion de agua

que reduciria el estrés hidrico mas que a la adicidbn de amonio. Observaciones
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similares fueron hechas por Horz et al (2004) at observar que las AOB responden a un

aumento moderado de la humedad del suelo al reducir el estrés hidrico.

La bibliografia informa que la fertifizacién de los suelos con nitrégeno tiende a
disminuir ka diversidad del gremio de oxidadores de amonio (Bruns et al, 1999). Al
respecto fos MC estudiados en general presentan pocos TRFs para los oxidadores de
amonio y esto es mas notorio en los tiempos finales de incubacion. Este menor nimero
de TRFs podria ser consecuencia de las condiciones de temperatura y riego bajo las
cuales se mantuvieron fos microcosmos que influirian en la homogenizacion de las

muesiras.

La mayoria de los TRFs observados pudieron ser identificados en la base de
datos, y se asocian a Nirosomonadales y Nifrosospira {Tabla 4). Estos datos son
coherentes con lo encontrado en la literatura que da cuenta de que en el suelo existe
dominancia de Nitrosospira scbre Nifrosomonas (Mednum et al, 1999; Kowalchuk &

Sthephen, 2001; Avrahami et al, 2002).

El estudio de los clones de amoA, mostré que los 70 clones obtenidos se
agruparon en 13 grupos disfintos de acuerdo al andlisis de RFLP (Figura 14). El
andlisis de la secuencia muesira que los clones se distribuyen en so6lo dos grupos con
gran simifitud (distancia menor a 0,2). Estos grupos estan estrechamente relacionados
con organismos del género Nifrosospira (Figura 15, Tabla 5). La dominancia de

secuencias relacionadas con Nitrosospira es acorde con la amplia distribucién

observada para este género en ambientes terresires (Whitby et al, 2001).
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Par ofra parte, es importante destacar que ningdn clon se asocia con bacterias
o secuencias del género Nifrosomonas, otro género de bacterias nifrificantes descritas
en variedad de ambientes tales como lagos (Whitby et al, 2001), sedimentos marinos
(Stephen et al, 1996; Kowalchuc & Stephen, 2001) y también en diversos lipos de
suelos (Stephen et al, 1996; Bothe et al, 2000; Kowalchuc et al, 2000; Kowalchuc &
Stephen, 2001). Sin embargo, estudios previos sugieren que en el suelo hay una
dominancia de Nifrosospira sobre Nitrosomonas (Kowalchuc & Stephen, 2001; Whitby

et al, 2001).

Seguin la clasificacion de los oxidadores de amonio en cuanto a fas secuencias
de su 16S rRNA de Purkhold et al (2000), la mayoria de los clones obtenidos en este
trabajo se agrupan dentro del cluster 3A, mienfras la fraccidn minoritasia queda dentro
del cluster 2 (Figura 17). Las AOB del cluster 3A se describen como bacterias
nitrificantes gue dominan en estados sucesionales tempranos, en suelos fertilizados
con altas concentraciones de amonio y pH neutro. Por el contrario, los oxidadores de
amonio del cluster 2 se han enconfrado en suelos acidos con bajas cantidades de

amonio, y durante estados sucesionales {ardios.
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Figura 17. Relaciones filogenéticas el gen amoA de clones ambientales obtenidos a partir de
muesiras de los MC de suelo y rizosfera. Las distancias se obtuvieron con el [ndice Jukes &
Cantor y se infird la topologia del &rbol usando el algositmo UPGMA con un bootstrap de 100
(programa TREECON). Las secuencias son separadas de acuerdo a la clasificacion de
Purkhiold (2000}, Entre paréntesis se dan los nimeros de acceso de las secuencias de
referencia. Se muestran los boolstrap sobre 50.
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CONCLUSIONES

1. La adicién de amonio a los diferentes fipos de suelos estudiados afecté no solo la

actividad nitrificantie sino también la actividad desnifrificante.

2. £l aumenio en la actividad nitrificante no estuvo asociado a un cambio en [a

composicidn del gremio de baclerias oxidadoras de amonio.

3. En todos los microcosmos se observé similar actividad nitrificante en los primeros
tiempos de incubacién. Sin embargo, el nitrato producido fue desnitrificado mas rapido
en los microcosmos asociados a rizésfera qgue en los derivados de suelo sin cobertura

vegetal.

4. El comportamiento ciclico del amonio podria explicarse por [os procesos de

amonificacion y asimitacion de nitrégeno combinado.

5. Las comunidades microbianas de las rizosferas fueron metabdlicamente mas activas

que las del suelo sin cobertura vegetal y difirieron en las fuentes de carbono utilizadas.

6. Los fragmentos terminales (TRFs) de 21 pb y 59 pb estuvieron entre los mas
abundantes y fueron comunes a todos los microcosmos estudiados. El analisis in sifico

indicd que esftos TRFs comesponderian a Nifrosospira y Nifrosomonadales

respeclivamente.
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7. Los clones del gen amoA predominanies en los microcosmos presentaron alta

identidad de secuencia con Nifrosospira y Nifrosomonadales.
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