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RESUMEN

Se sabe que los valores extremos de salinidad y alcalinidad en suelos inhiben la
descomposicion de la material organica y afectan la estructura de las comunidades
bacterianas involucradas en su mineralizacion. El lavado regular del suelo para reducir su
salinidad cambiard las caracteristicas del suelo, pero también la estructura de la comunidad
microbiana y su capacidad para mineralizar material organico. El suelo del exlago de Texcoco
fue lavado mensualmente en el laboratorio bajo condiciones controladas por diez meses,
mientras que las caracteristicas del suelo fueron determinadas y la estructura de las
comunidades bacterianas y de arqueas analizada por pirosecuenciacion 454 del gen 16S
rRNA. Adicionalmente, el suelo lavado fue adicionado con rastrojo de maiz o su fraccién
fibrosa, mientras la mineralizacién del C y la estructura de la comunidad bacteriana se
monitored en una incubacién aerobia con el suelo obtenido después de cada lavado. La CE
(conductividad electrolitica) del suelo disminuyé de 157.8 a 1.7 dS m™, pero el pH (10.3) no
cambid significativamente con el tiempo, por un lado la abundancia relativa de algunos
grupos bacterianos siempre disminuyé con la adicion de rastrojo de maiz o FDN (Fibra de
Detergente Neutro), independientemente de las caracteristicas del suelo, y por el otro lado
los cambios en la abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos se relaciond con los
cambios en las caracteristicas del suelo. La aplicacion de FDN tuvo un efecto similar en la

estructura de la comunidad bacteriana que el rastrojo de maiz.



ABSTRACT

Extreme salinity and alkalinity in soil is known to inhibit organic material
decomposition and affect the bacterial community structure involved in its mineralization.
Regular flooding of the soil to reduce salinity will change soil characteristics, but also the
microbial community structure and its capacity to mineralize organic material. Soil of the
former lake Texcoco was flooded monthly in the laboratory under controlled conditions for
ten months while soil characteristics were determined, and the archaeal and bacterial
community structure determined by means of 454 pyrosequencing of the 16S rRNA gene.
Additionally, flooded soil was amended with maize plant residue or its neutral detergent
fiber, while C mineralization and the bacterial community structure was monitored in an
aerobic incubation experiment with soil obtained after each flooding. The EC (electrolytic
conductivity) of the soil dropped from 157.8 to 1.7 dS m™, but the pH (10.3) did not change
significantly over time, on the one hand, the relative abundance of some bacterial groups
always increased when maize plants or NDF (Neutral Detergent Fiber fraction) were applied
to soil, independent of the soil characteristics, and on the other hand, the changes in the
relative abundance of different bacterial groups was related to changes in soil characteristics.
Application of NDF had a similar effect on the bacterial community structure as when maize

was applied.



INTRODUCCION

Las caracteristicas bidticas y abidticas del suelo definen la estructura de las
comunidades microbianas, qué grupos y qué rasgos tienen en un sitio determinado.
(Dequiedt et al., 2011; Andrew et al., 2012). Las caracteristicas del suelo definen la variacion
espacial de las comunidades microbianas (Lozupone y Knight, 2007; Fierer y Lennon, 2011).
Las medidas de la composicién y diversidad, por lo general, se utilizan para suponer las
respuestas de las comunidades bacterianas a cambios ambientales. Estos indices de
comunidades representan una gran evidencia acerca de qué especies prevalecen bajo
determinadas caracteristicas del suelo.

Se ha estudiado la concentracién de sales en el suelo como un factor de estrés para
los microorganismos, y se ha encontrado una disminuciéon en la evolucidon del CO;, la
actividad enzimatica, o la biomasa bacteriana (Sarig y Steinberger, 1994; Rietz y Haynes,
2003; Mamilov et al., 2004). Aumentar la salinidad tiene un efecto adverso en los procesos
del suelo que son biolégicamente mediados, como la mineralizacién del Cy N (Pathak y Rao,
1998). En suelos salinos y bajo sequia, los microorganismos sufren de estrés osmoético, lo que
resulta en el secado y la lisis celular (Oren, 2008), lo que reduce la cantidad de biomasa del
suelo.

Los microorganismos del suelo tienen la habilidad de adaptarse o tolerar el estrés
osmatico causado por la sequia o la salinidad (Sardinha et al., 2003), sin embargo, tienen que
enfrentar los cambios en la presidén osmdtica y en respuesta, deben cambiar su fisiologia y
morfologia (Killham, 1994; Zahran, 1997). Killham (1994) describe dos principales estrategias
de adaptacion de los microorganismos al estrés osmoético (como la salinidad, sequia o
congelamiento), ambos resultan en la acumulacién de solutos en la célula para contrarrestar
el aumento de la presidn osmética. Una estrategia es excluir de la célula selectivamente el
soluto incorporado (e.g., Na*, ClI') y en su lugar, acumular otros iones necesarios para su
metabolismo (e.g. NHa*). El otro mecanismo de adaptacién de la célula es producir

compuestos organicos, que combatirdn el gradiente de concentracidn entre la solucion del



suelo y el citoplasma de la célula. Algunos iones como Na* y Cl" son transportados a través de
la membrana celular y otros compuestos son elaborados por la célula (betaina y acido
malico), ambos son procesos que consumen energia, sin embargo, estas estrategias fueron
descubiertas y han sido estudiadas en un solo microorganismo (Oren, 2002) , pero pocas
veces han sido estudiadas a un nivel de comunidad (Wichern et al., 2006).

Los efectos adversos de las altas concentraciones de sales en el suelo incluyen la
dispersioén y floculacién de las particulas del suelo que afectan la solubilidad de la materia
orgdnica y su disponibilidad, afectando asi la estructura de la comunidad microbiana (Wong
et al.,, 2008, 2009, 2010; Baumann y Marschner, 2013; Setia y Marschner, 2013). Se sabe
poco acerca de cémo la salinidad afecta las comunidades de microorganismos del suelo y sus
capacidades metabdlicas (Chowdhury et al., 2011; Rath y Rousk, 2015). Se ha reportado que
la salinidad reduce la biomasa bacteriana (Tripathi et al., 2006) y cambia la composicion de
las comunidades (Wichern et al., 2006; Gennari et al., 2007; Chowdhury et al., 2011). La
mayoria de los estudios consisten en experimentos donde las sales son afadidas al suelo
(Rath y Rousk, 2015).

El suelo del exlago de Texcoco se caracteriza por alta salinidad y alcalinidad. Ha sido
inundado desde los afios 70 y asi disminuir el contenido de sales para cubrirlo de vegetacién
y prevenir la erosidn y contaminacion de la Ciudad de México por polvo (Luna-Guido et al.,
2000). Lavar el suelo rapidamente disminuyo el contenido de sales y alteré la poblacion de
bacterias y arqueas, como lo determind la secuenciacidn por Sanger del 16S rRNA
(Valenzuela-Encinas et al.,, 2008, 2009). Ademas, dio informacién importante en cémo al
reducir la salinidad y el pH alterd los ciclos biogeoquimicos y la estructura de la comunidad
microbiana. Sin embargo, no sélo el contenido de sales y pH se vieron afectados cuando el
suelo fue inundado y drenado, sino que otras caracteristicas como la vegetacién, el
contenido de materia orgdnica y la distribucién de las particulas fueron diferentes en los
sitios muestreados.

Rath y Rousk (2015) afirmaron que no existe informacién actual de los efectos de la
salinidad en las comunidades de suelos salinos naturales utilizando las técnicas actuales, ni

describiendo que pasaria si el estrés fuera removido.



JUSTIFICACION

Aunque se conoce el efecto que la salinidad tiene sobre organismos particulares como
bacterias y arqueas, se desconoce el efecto de disminuir las altas concentraciones de sales
sobre la composicién y estructura de las comunidades naturales del suelo, y lo que pasaria al
remover este estrés de ambientes salinos naturales, como el suelo del exlago de Texcoco,
ademds de cémo se verian afectados los procesos que se llevan acabo en el suelo

principalmente la degradacidn de la materia organica.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la estructura de la comunidad microbiana del suelo del
exlago de Texcoco al modificar las condiciones naturales del suelo, es decir, las altas
concentraciones de sales.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Conocer el efecto de la remocién de sales sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo del exlago de Texcoco.
2. Conocer el efecto de la remocidn de sales del suelo salino alcalino natural del exlago de
Texcoco en las poblaciones microbianas, mientras otras caracteristicas del suelo permanecen
constantes.
3. Conocer los cambios en la capacidad de mineralizacién de la materia organica en el suelo
del exlago de Texcoco al disminuir el contenido de sales.
4. Conocer cémo la disminucién de sales del suelo del exlago de Texcoco afecta a las
comunidades bacterianas posiblemente involucradas en la degradacién de la materia

organica.



5. Conocer el efecto de la composicion de la materia organica en la estructura de la

comunidad bacteriana al disminuir el contenido de sales de un suelo salino natural.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo del suelo

El suelo del exlago de Texcoco se localiza en el Valle de México a un altitud de 2240
msnm, con un temperatura promedio anual de 16 ° C y una precipitacién anual de 705 mm.
El suelo fue muestreado al azar con un nucleador de 7 cm de didmetro en la capa superior
del suelo 0-15 cm, en tres parcelas diferentes cubriendo un tamafio aproximado de 400 m?.
De tal forma que aproximadamente 30 kg fueron recolectados de cada parcela. En cada
parcela se tomaron 30 muestras y éstas fueron mezcladas, de manera que una sola muestra
de suelo se obtuviera de cada parcela de muestreo.
El experimento de remocion de sales

El suelo de cada punto (n=3) fue tamizado (5 mm), ajustado al 40% de su capacidad
de retencién de agua (CRA) y preincubado por separado en recipientes de 70 | a temperatura
ambiente por siete dias. Cada recipiente de 70 | contuvo 10 kg de suelo, un recipiente con
agua destilada para mantener la humedad y otro recipiente con NaOH 1 M para capturar el
COs. Los recipientes se abrieron cada dia para evitar anaerobiosis, sin embargo, sabemos que
las condiciones anaerdébias de los micrositios del suelo no se pueden evitar aun aireando el
suelo todos los dias. Normalmente los suelos se (pre)incuban para que las comunidades
microbianas se puedan adaptar a las nuevas condiciones, como los cambios en el contenido
de agua.

Después de siete dias, ocho submuestras de 1.5 kg de cada sitio se utilizaron para

empacar columnas de PVC con un didmetro de 10.5 cm y 30 cm de largo, las bases de las



columnas tenian orificios bien distribuidos, un filtro de polietileno y una capa de arena
tratada con acido para prevenir la pérdida de suelo durante el lavado.

El disefio del experimento se encuentra en la Figura 1. Una columna de cada sitio se
selecciond al azar, el suelo se removid, caracterizé y se extrajo el DNA. Este suelo nunca

Ill

lavado fue considerado como el “suelo no lavado”. Las columnas remanentes fueron lavadas
con 3 | de agua destilada y se permitio su libre drenado hasta aproximadamente el 50% de la

CRA, que se mantuvo por un mes.
K-50-00- B0~ B0-00-80- 00K
0 0 0 0 o o

B Columna de suelo
0 Suelo lavado, drenado hasta aproximadamente 50% CRA

—> Suelo mantenido al 50% CRA por un mes

-

Se tom6 una columna al azar de cada parcela n=3

[:] El suelo se caracterizd y se extrajo en DNA

Figura 1. El experimento de lavado del suelo

Después de ese tiempo se determind la CRA del suelo, se removid el suelo de la
columna y se extrajo el DNA. Las columnas remanentes fueron lavadas de nuevo con 3 | de
agua destilada y se permitié su drenado hasta aproximadamente el 50% de la CRA.

El proceso de lavar el suelo, permitir su drenado hasta el 50% CRA, cubrir las
columnas y acondicionar el suelo por un mes, se repitié mensualmente hasta que el suelo fue
lavado diez veces. En un experimento previo se encontrd que inundar el suelo mensualmente
ocho veces era suficiente para diminuir la conductividad electrolitica (CE) hasta < 5 dSm
(Dendooven et al., 2015). Después de dos, tres, seis, siete, nueve y diez meses, se selecciond
una columna de cada parcela al azar (n=3), se removié el suelo, se caracterizd, se determiné
la CRA y se extrajo el DNA.

Cultivo de plantas de maiz y obtencion de Fibra de Detergente Neutro



Se utilizaron las mismas plantas de maiz en este experimento que en el experimento
realizado por Ramirez-Villanueva et al. (2015). Las semillas de maiz fueron sanitizadas y
germinadas en placas con agar-agua. Las plantulas de maiz con raices de 2 cm se colocaron
en vermiculita estéril en una cdmara de crecimiento (105 I, 35 x 50 y 60 cm de alto), y se
humedecieron frecuentemente con solucion de macro y micro nutrientes (Solucidn Steiner,
1961). Después de 25 dias se cosecharon las plantas de maiz, se secaron y caracterizaron.

Las plantas de maiz fueron fraccionadas para obtener la Fibra de Detergente Neutro
(FDN) (Van Soest, 1963; Van Soest y Wine, 1967). En breve, la extraccién con una solucidn
neutral de detergentes se utilizé6 para remover la parte “soluble” del residuo de maiz,
dejando la fraccién que contiene la mayoria de los constituyentes de la pared celular, es
decir, (hemi)celulosa y algo de lignina Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del material organico adicionado en la incubacién aerobia (Ramirez-
Villanueva et al., 2015)

Fraccion Contenido (Hemi)

soluble de Lignina celulosa Polifenoles Cenizas Ntotal Ctotal

(g kg™
Maiz 599 25 311 2 62 34 422
FDN * 0 63 776 6 155 19 405

*Fibra de Detergente Neutro

Incubacion aerobia

El suelo lavado una, dos, tres, seis, siete, nueve y diez veces se utilizé en una
incubacién aerobia. Se aplicaron tres diferentes tratamientos al suelo sin lavar (suelo no
lavado) y al suelo lavado.
Doce submuestras de 30 g de cada parcela (n=3) y del suelo no lavado, lavado una, dos, tres,
seis, siete, nueve y diez veces (n=8) se anadieron por separado a frascos de vidrio de 120 ml.
Cuatro submuestras de suelo fueron adicionadas con residuos de maiz a una concentracion

de 2 g C kg de suelo™. Las cuatro submuestras de suelo remanentes sirvieron como control.



Se escogio al azar un frasco adicionado con residuos de maiz, uno adicionado con FDN y un
frasco del control (del suelo no lavado). El suelo se removid de los frascos y se conservd a -
70°C para su posterior extraccién de DNA.

Los frascos restantes se colocaron en recipientes de vidrio de 945 ml conteniendo un
vial con 10 ml de agua destilada y uno con 20 ml de NaOH 1 M. Los recipientes de vidrio de
colocaron en la oscuridad por 28 dias. Adicionalmente se colocaron 15 jarras (recipientes de
vidrio de 945 ml) conteniendo sélo el vial de agua y el vial de NaOH 1 M vy sirvieron como
control para capturar el CO; atrapado en la atmdsfera del microcosmos. Después de 7, 14 y
28 dias, un recipiente de vidrio fue seleccionado al azar con el suelo con rastrojo de maiz o
suelo con FND o sélo suelo, esos frascos se abrieron, se removié en vial que contenia NaOH.
Se determind el CO; atrapado en el NaOH 1 M en una alicuota de 5 ml (Jenkinson y Powlson,
1976). La muestra de suelo se removid del frasco de vidrio mds pequefio y se almacend a -
70°C para después extraer el DNA. Todos los frascos restantes se abrieron, airearon por 10
min para evitar anaerobiosis, se resellaron y se siguieron incubando.

Caracterizacion del suelo

El pH se determind en una solucién suelo-agua 1:2.5 utilizando un pH/mV metro
(Denver Instruments, NY, USA) con un electrodo de vidrio (#3007181 pH/ATC). La CE se midio
con un microprocesador HI 933300 (HANNA Instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA).
La CRA se midid en el extracto de suelo saturado en un embudo, cubierto para evitar la
evaporacion del agua que se dejé drenar por 24 h, la CRA se calculd como las diferencias
entre el peso inicial y final. La distribucidon del tamafio de particula se determind con un
hidrémetro segun lo descrito por Gee y Bauder (1986).

Extraccidon de DNA y amplificacion del 16S rRNA

Submuestras de 0.5 g de suelo se lavaron con pirofosfato de sodio 0.15 M y buffer de
fosfato pH 8 para remover los acidos humicos (Ceja-Navarro et al.,, 2010). EI DNA
metagendmico se extrajo con tres métodos diferentes (Hoffman & Winston, 1987; Sambrook
y Russell, 2001; Valenzuela-Encinas et al., 2008). Cada técnica se utilizd para extraer DNA de
0.5 g, el DNA de las tres técnicas se mezclé de tal manera que el DNA se extrajo de 1.5 g de

suelo.



El DNA metagendmico sirvid de molde para amplificar la regién V1-V3 del gen que
codifica para el 16S rRNA de bacterias y arqueas de acuerdo a Dojka et al., 1998 y Barker et
al., 2003. Los iniciadores tenian una etiqueta de 10 b y los adaptadores Lib-L para
pirosecuenciacion 454. El protocolo de amplificacién se realizé segun lo establecido por

Navarro-Noya et al. 2015

Anilisis de las secuencias

El analisis de calidad, asignacién de las secuencias a cada muestra y eliminacion del
ruido de las secuencias se realizd en el programa QIIME versién 1.9 (Caporaso et al., 2010).
Brevemente, se descartaron las secuencias menores a 250 pb, con baja calidad Phred (Q
score) o que contenian errores en los adaptadores e iniciadores.

La eliminacién del ruido de las secuencias fue hecha con el script denoise_wrapper.py
utilizando las secuencias e identificando las secuencias de cada muestra y los archivos SFF
(standard flowgram format) (Reeder y Knight, 2010). Las secuencias se almacenaron en el
SRA (Sequence Read Archive) bajo los numeros de acceso SRP041362, SRP068519,
SRR4298851-SRR4298883.

Las secuencias que pasaron los filtros de calidad se utilizaron para determinar las
unidades taxondmicas operacionales (OTUs) a un umbral del 97% con el script
pick_de_novo_otus.py. El programa eligié una secuencia representativa de cada OTU, vy las
secuencias identificadas como quimeras fueron eliminadas del conjunto de datos.

La asignacion taxondmica con la base de datos del RDP (Ribosomal Data Base Project)
a un umbral del 80%. La tabla de OTUs obtenida se rarific6 a una profundidad de 1,270
secuencias por muestra, para evitar errores en los analisis posteriores, los analisis de
diversidad e indicadores de riqueza de especies se calcularon utilizando este conjunto de

datos rarificados dentro del programa QIIME con el script alpha_diversity.py.
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La secuencia representativa de datos se alined a un porcentaje minimo de identidad
75% utilizando Pynast (Caporaso et al., 2010). Las secuencias que no se pudieron alinear
fueron removidas. La informacion filogenética fue utilizada para calcular matrices de
distancias UniFrac dentro de QIIME. El analisis de varianza (ANOVA) para determinar el
efecto del lavado en la abundancia relativa en los grupos de bacterias y arqueas (phylum,
clase, orden, familia y genero).

La abundancia de diferentes niveles taxondmicos de bacterias y arqueas fue
explorada por separado con un analisis de componentes principales (PCA) utilizando el
software SAS (SAS Institute, 1989). Se utilizd un analisis de correlaciéon candnica para estudiar
el grado de relacién entre la abundancia de los diferentes grupos bacterianos, y las
caracteristicas del suelo. El coeficiente de correlacién Spearman (r) para correlacionar
comunidades bacterianas del suelo, es decir OTUs (OTU97) y propiedades fisicoquimicas, es
decir, pH, CE, CRA, y contenido de limo, arcilla, y arena, fue calculado en R (http://

www.inside- r.org/packages/cran/vegan/docs/bioenv; Clarke y Ainsworth, 1993).
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RESULTADOS
Caracteristicas del suelo

La CE del suelo disminuyé drasticamente de 157.8 dS m™ en el suelo que nunca fue
lavado (suelo no lavado) a 47.3 dS m™* después del primer lavado y a 1.7 dS m™ después de
lavarlo 10 veces (p < 0.0001; Tabla 2). Lavar el suelo también afecté la distribucion del
tamafio de particula. El contenido de arcilla disminuyd gradualmente de 430 a 270 g kg de
suelo? y el contenido de arena aumentd gradualmente de 260 a 500 g Kg de suelo™ (p <
0.01). El pH no cambid a lo largo del tiempo mientras que la CRA fluctué con cada lavado,
pero no mostré un patrdn claro.

Tabla 2. Caracteristicas del suelo del exlago de Texcoco sin lavar y lavado mensualmente.

Distribucion de particulas

Numero Arcilla Limo Arena
CE® CRA®

de
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lavado (dSm™) pH (g kg de suelo™)

0 157.8<A¢ 10.3A 7708B 430 A 310A 2608
1 47.3 B 10.3A 880 AB 400 AB 350 A 2508
2 141C 104 A 1150 AB 380 AB 250 A 370 AB
3 83C 104 A 1280 A 360 AB 250 A 390 AB
6 5.0C 104 A 850 AB 330 AB 190 A 480 AB
7 33C 10.3A 1010 AB 320 AB 170 A 510 A
9 23C 10.2A 870 AB 300 AB 200 A 490 AB
10 1.7C 10.2A 840 AB 270B 220 A 500 A
MSD © 25.2 0.2 450 130 200 240
F 109.60 4.56 3.68 4.81 1.73 4.78
P <0.0001 0.0146 0.0146 0.0044 0.1725 0.0046

@ CE: Conductividad Electrolitica, ® CRA: Capacidad de retencidon de agua, ¢ Promedio de tres
parcelas (n = 3), ¢ Valores con la misma letra son similares en los lavados, i.e., dentro de las
columnas, ¢ MSD: Diferencia minima significativa al 5 % (SAS Institute, 1989).

Estructura de la comunidad de arqueas

Se obtuvieron 144,702 secuencias de buena calidad que fueron agrupadas de novo en
1,517 OTUs diferentes. El nimero de OTUs de arqueas obtenido después de cada lavado fue
similar, por lo que aumentar la cantidad de secuencias obtenidas del suelo no aumentaria
significativamente la cantidad de OTUs.

El nUmero de especies de arqueas, los indices Shannon, Simpson y Phylogenetic
Diversity (PD) aumentaron significativamente después del primer lavado comparado con el
suelo lavado mds de una vez (p < 0.01). La diversidad y riqueza de especies de Arqueas
(Shannon, Simpson e indice PD, especies observadas y Chao 1) tendié a aumentar con los
lavados, pero no significativamente.

Se detectaron tres phyla de Arquea en el suelo, i.e., Crenarchaeota con una
abundancia relativa media de 0.007 %, Thaumarchaeota con 0.50 % y Euryarchaeota con 91.8
%. Las arqueas restantes no tuvieron una asignacion taxondmica. A niveles taxondmicos mas

bajos se encontraron seis clases, ocho ordenes, doce familias, y sélo veintiséis géneros.
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La familia Halobacteriaceae fue la familia con mayor abundancia relativa que varié de
79.2 a 96.9%, con Natronococcus como el género mas dominante con una abundancia
relativa que varié de 12.1 a 21.8%. Mas de la mitad de los filotipos no pudieron ser asignados
a ningun género. Lavar el suelo sélo tuvo un efecto limitado en la poblacién de arqueas. Sélo
la abundancia relativa de filotipos pertenecientes a Haloferax fueron significativamente mas
altas en el suelo lavado diez veces (0.16 %) que en otros suelos (<0.03 %).
Consecuentemente, el PCoA o PCA no separaron la estructura de la comunidad de arqueas
en ningun nivel taxondmico, i.e., phylum, clase, orden, familia, género u OTUs (Figura 2).

5.0 7
PC2,17% 1
4.5 ' o

4.0
35
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Cenarch 1 D
25 Methanosaeta

2.0

L0 Halosimplex

Natronomonas
MO

0.5 R Mo

PC1,22%

A o] 10 ol M
-0.5 MGA M7 M2 E = Eb Ml
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Natronococcus, Methanospirillum 1 Halorhabdus, Haloterrigena
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Figura 2. Andlisis de componentes principales de los grupos de arqueas del sitio 1 de muestreo del suelo de
Texcoco no lavado (M), lavado una vez (M), dos veces (), tres veces (M), seis veces (M), siete veces (H),
nueve veces (1) o diez veces (), del sitio 2 no lavado (@), lavado una vez (@), dos veces (), tres veces
(@), seis veces (@), siete veces (@), nueve veces () o diez veces (), y del sitio 3 no lavado (A), lavado
una vez (A), dos veces (), tres veces (A ), seis veces (A ), siete veces (A ), nueve veces (A ) o diez veces

()

La estructura de la comunidad de arqueas estuvo mejor definida por el sitio de
muestreo, ya que el PCA separo los sitios de muestreo. El sitio de muestreo 3 se caracterizd
por un componente principal (CP) 1 negativo, e.g., abundancia relativa mas alta de
Halobiforma, Halostagnicola, Methanospirillum y Natronococcus, y el sitio de muestreo 1 por
un CP1 positivo, e.g., una abundancia relativa alta de Halorabdus, Natronomonas, y otros

Halobacteriaceae. El coeficiente de correlacion Spearman (r) entre las comunidades de

14



arqueas del suelo, i.e., OTUs con un umbral de similitud al 97% (OTUgy), y las propiedades
fisicoquimicas del suelo (pH, CE, CRA, y contenido de arcilla y arena) fue bajo. La variable
ambiental que mas se correlacion6 con la comunidad de arqueas fue la CE con un valor de r
negativo de -0.0008.

El andlisis de correlacién candnica (CCA), sin embargo, mostré un efecto del lavado en
la estructura de la comunidad de arqueas (Figura 3). El suelo no lavado se caracterizé por un
componente de correlacién (CC) 1 negativo, i.e., un alto valor de CE y una alta abundancia
relativa de Halobiforma, Haloterrigena, Halobacteriaceae, Methanoculleus y Natronococcus,
y separados claramente del suelo lavado caracterizado por un CC2 positivo, i.e., una
abundancia relativa de Halorabdus, Halostagnicola y Natronomonas. El suelo lavado nueve y
diez veces se caracterizé por un CC2 negativo, i.e., abundancia relativa mas alta de pGrfC26,
Candidatus Nitrososphaera, Haloferax, MSP41 y otros Methanomicrobiaceae, también se
separaron del suelo lavado una, dos, tres, seis y siete veces caracterizado sobre todo por un
CC2 positivo, i.e., valores altos de pH y CRA, y una abundancia relativa alta de secuencias sin
asignar, Halorubrum, Methanolobus, MHVG, Halosimplex, Cenarchaeaceae, Methanosaeta,
Nitrosopumilus y XKL75.

Estructura de la comunidad de bacterias

Se recuperaron 254,000 secuencias pertenecientes a 6,403 OTUs diferentes. El

numero de OTUs bacterianas obtenidas del nimero de secuencias de cada lavado fue similar,
de manera que una comparacidon adecuada fue posible. Aumentar el nimero de secuencias
obtenidas del suelo no aumentaria en gran medida el nimero de OTUs.
El nimero de especies bactrianas, los indices Chaol, Shannon, Simpson y PD no cambiaron
después del primera lavado o en los siguientes lavados (p<0.01). No se obtuvo ningun patrén
claro en el nimero de especies bacterianas, e indices de diversidad alfa con el aumento de
los lavados.

Se detectaron 29 phyla bacterianos en el suelo, siendo Proteobacteria el mas
abundante (83.4%). Lavar el suelo tuvo un efecto fuerte en la estructura de la comunidad
bacteriana. Lavar el suelo una vez redujo la abundancia relativa de Acidobacteria, Chlorobi y

Proteobacteria. La abundancia relativa del phylum mas abundante mostré la reduccidon mas
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grande de 83.4% en el suelo no lavado a 40% después del primer lavado (p <0.0001). Esta
disminucion se debid principalmente a la reduccion en abundancia relativa de
Gammaproteobacteria ya que la abundancia relativa de Halomonadaceae (Oceanospirillales)
se redujo de 23.9% en el suelo sin lavar a 3% en el suelo lavado una vez, Pseudomonadaceae
de 5.4 a 0.9% y Xanthomonadaceae de 4.8 a 0.5%. La abundancia relativa de Rhizobiales
(Alphaproteobacteria) también se redujo de 11.4 % en el suelo no lavado a 2.7 % en el suelo
lavado, sin embargo, la abundancia de Rhodobacterales (también Alphaproteobacteria)
aumento drasticamente de 0.5 a 6.3 %.

La abundancia relativa de la mayoria de los phyla bacterianos, i.e., Actinobacteria,
Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Planctomyecetes, TM7, Verrucomicrobia, y [Thermi], y
los filotipos sin asignacidén mostraron un patrén opuesto y aumentaron después del primer
lavado. Por ejemplo, la abundancia relativa de Actinobacteria (principalmente
Nitriliruptorales) aumentd significativamente de 3.6% en el suelo sin lavar a 11% en el suelo
lavado una vez y los Bacteroidetes (principalmente Rhodothermales y Cytophagales) de 0.7 a
8.4 %.

Por lo tanto, el PCA y PCoA separaron el suelo sin lavar claramente del suelo lavado
(Figura 4). El suelo sin lavar se caracterizdé por un componente principal 1 negativo, e.g., alta
abundancia relativa de Proteobacteria, y un componente principal 2 pequeio o negativo,
e.g., abundancia relativa mas alta de Fibrobacteres y Firmicutes. El PCA no separd los suelos

de cada lavado. Contrariamente, el CCA si lo hizo (Figura 5).
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Figura 3. Analisis de correlacion candnica con caracteristicas del suelo diferente y los grupos de
arqueas del sitio 1 de muestreo del suelo de Texcoco no lavado (M), lavado una vez (M), dos veces
(™), tres veces (M), seis veces (M), siete veces (Hl), nueve veces (1) o diez veces ( ), del sitio 2 no
lavado (@), lavado una vez (®), dos veces ('), tres veces (@), seis veces (@), siete veces (@),

nueve veces (@) o diez veces ( ), y del sitio 3 no lavado (A), lavado una vez (A), dos veces (),
tres veces (A), seis veces (A ), siete veces (A), nueve veces (A ) o diez veces ().
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Figura 4. A) Analisis de componentes principales con diferentes phyla microbianos. El primer componente
(PC1) explica 26% de la variacion y el PC2 12%. Analisis de componentes principales con grupos de Arquea
diferentes del primer sitio de Texcoco no lavado (M), lavado una vez (M), lavado dos veces (), tres veces
(M), seis veces (M), siete veces (M), nueves veces () o diez veces ( ), del sitio 2 no lavado (@), lavado una
vez (@), dos veces (), tres veces (@), seis veces (@), siete veces (@), nueve veces () o diez veces ( ), y
sitio 3 no lavado (A), lavado una vez (A), dos veces (/.), tres veces (A), seis veces (A), siete veces (A),
nueve veces (4.) o diez veces (). El primer componente (PC1) explicé 22% de la variacién y el PC2 17%. B)
Andlisis de coordenadas principales de las distancias UniFrac de las OTUs bacterianas agrupadas al 97% de
similitud. Las leyendas de la Figura son iguales que A).

El suelo sin lavar se encontrd en el cuadrante inferior derecho, el suelo lavado una o
dos veces en el cuadrante inferior izquierdo y el suelo lavado > 6 veces en el cuadrante
superior izquierdo o derecho. El suelo sin lavar con mayores valores de CE, contenido de limo
y arcilla, tuvo mayor abundancia de Chlorobi, Cianobacteria y Proteobacteria que los suelos
lavados una o dos veces y estuvieron caracterizados por una gran abundancia relativa de
BRC1 Fibrobacteres. Los suelos lavados por lo menos seis veces con un alto contenido de
arena se caracterizaron por una gran abundancia relativa de otros phyla bacterianos como
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,

Firmicutes, Gemmatimonadetes,

Yy

Verrucomicrobia.
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Figura 5. Analisis de correlacion candnica con grupos bacterianos del primer sitio de muestreo del suelo de
Texcoco no lavado (M), lavado una vez (M), lavado dos veces (), tres veces (M), seis veces (M), siete veces
(), nueves veces (1) o diez veces ( ), del sitio 2 no lavado (@), lavado una vez (®), dos veces ('), tres
veces (@), seis veces (@), siete veces (@), nueve veces (@) o diez veces ( ), y sitio 3 no lavado (A), lavado
una vez (A), dos veces (/.), tres veces (A), seis veces (A), siete veces (A ), nueve veces (4) o diez veces
(). El primer componente (PC1) explicé 22% de la variacion y el PC2 17%.

El coeficiente de correlacidon (r) entre las comunidades bacterianas del suelo, i.e.,
OTUs a una similitud de 97 %, y las propiedades fisicoquimicas del suelo, i.e., pH, CE, CRA,
contenido de arena y de arcilla fue mas alto que para Arquea. La variable ambiental con la
mejor correlacion para la comunidad bacteriana fue el contenido de arcilla con un valor de r

de 0.438.
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Diversidad alfa

De la secuenciacion de bacterias del suelo adicionado con residuos de maiz y FDN se
obtuvieron 631,155 secuencias no quiméricas, de buena calidad que se agruparon en 8,917
OTUs (OTUgy). Lavar el suelo redujo significativamente la riqueza de especies, i.e., el indice
Chaol, pero no afecté los indices de diversidad, i.e., Simpson, Shannon, y diversidad
filogenética. Se detectaron 29 phyla, 88 clases, 165 6rdenes, 309 familia, y 510 géneros.
Estructura de la poblacion bacteriana en el suelo control lavado e incubado en condiciones
aerobias

La abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos mostré grandes fluctuaciones
en el suelo sin lavar incubado por 28 dias. Por ejemplo, la abundancia relativa de
Proteobacteria, disminuyé de 83.4% en el dia 0 a 7.2% en el dia 7, mientras que los
Firmicutes (principalmente Bacillales) incrementaron de 2.7 a 31.6%. Estas fluctuaciones en
abundancia relativa de los diferentes grupos bacterianos durante la incubacion aerobia de 28
dias disminuyeron con el aumento de lavados. Aproximadamente el 25 % de las secuencias
permanecieron sin asignar, independientemente del nimero de lavados.

Lavar el suelo afectd la abundancia relativa (promediando la incubacion de 28 dias) de
diferentes grupos bacterianos. Por ejemplo, lavar el suelo una vez aumentd la abundancia
relativa de Actinobacteria, Gemmatimonadetes, y [Thermi] comparada con el suelo sin lavar,
pero los aumentos posteriores fueron pequefios, mientras que Planctomycetes, TM7 y
Verrucomicrobia tendieron a aumentar con el aumento en los lavados (Figura 6). La
abundancia relativa de Acidobacteria, Cianobacteria, Chlorobi, Firmicutes, SBR1093 vy

Spirochaetes disminuyo en el suelo lavado comparado con el suelo sin lavar.
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Figura 6. Heatmap de las relaciones entre las abundancias relativas de diferentes phyla bacterianos del suelo
lavado una vez (1), dos (2), tres (3), seis (6), siete (7), nueve (9) o diez veces (10). La relacién se calculé como:
(abundancia relativa del grupo bacteriano del suelo lavado — abundancia relativa del grupo bacteriano en el
suelo no lavado) / abundancia relativa del grupo bacteriano en el suelo no lavado. Las relaciones fueron
categorizadas de la siguiente manera -5: relacion entre el suelo lavado y no lavado < -0.99, valor -4: relacion >
-0.99 < -0.96, valor -3: relacion > -0.96 y < -0.80, valor -2: relacién > -0.80 < -0.50, valor -1: relacién > -0.50 > 0,
valor 0: relacion = 0, valor 1: ratio > 0 y < 1, valor 2: relacion 2 1 y < 4, valor 3: relaciéon = 4 y < 24, valor 4:
relacion 2 24 y < 99, valor 5: relacién = 99.

El PCA visualizd los cambios claramente (Figura 7). En principio, la abundancia relativa
de los diferentes grupos bacterianos tuvo variaciones grandes en el suelo sin lavar durante
los 28 dias de incubacion. La estructura de la comunidad bacteriana en el suelo sin lavar en
los dias 7 y 14 fue claramente diferente a la de los dias 0 y 28. En segundo lugar, el mayor
cambio en la estructura de la comunidad bacteriana fue después del primer lavado, mientras
que los lavados siguientes fueron mas pequefios. El suelo sin lavar estuvo caracterizado

principalmente por un CP1 positivo (gran abundancia relativa de Proteobacteria), mientras le
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lavado favorecié a Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomyecetes, [Thermi], TM7 y
Verrucomicrobia.
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Figura 7. Analisis de componentes principales con diferentes phyla bacterianos recuperados del suelo control
sin lavar (M), lavado una vez (H), dos (H), tres (H), seis (M), siete (H), nueve (™) o diez veces (' ).

El andlisis de correlacién candnico indicé que la mayoria de los suelos lavados > 3
veces se agruparon en el cuadrante inferior izquierdo, i.e., mayores contenidos de arena y
CRA y abundancias relativas mayores de Actinobacteria, Gemmatimonadetes, y
Verrucomicrobia, y la mayoria de los suelos lavados <3 veces principalmente en los
cuadrantes superior e inferior izquierdos, i.e., abundancia relativa mas alta de Acidobacteria,
Bacteroidetes, y Proteobacteria, y altos valores de CE (Figura 8). Sin embargo, la variacion
entre algunas de las réplicas también fue grande, e.g., el suelo lavado tres, seis y diez veces.
El andlisis BioEnv mostrd que la comunidad bacteriana en el suelo control se correlacionaba
positivamente con el contenido de arcilla, con un coeficiente de correlacién Spearman de

0.438.
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Figura 8. Analisis de correlacién candnico con los diferentes phyla bacterianos recuperados del suelo control
no lavado (M), lavado una vez (H), dos (M), tres (M), seis (M), siete (M), nueve () o diez veces (' '), al inicio del
experimento y las diferentes caracteristicas del suelo.

Mineralizacién del Carbono

Lavar el suelo una vez redujo drasticamente el CO; emitido, pero mas lavados no
tuvieron un efecto claro (Figura9). La aplicacién de plantas de maiz y FDN aumenté el CO;
emitido significativamente, independientemente del numero de lavados (P <0.05). La
diferencia entre el CO, emitido del suelo adicionado con FDN vy el suelo control aumenté de
84 mg C Kg de suelo™ (0 4 % de la materia organica afiadida) en el suelo no lavado a 499 mg C
kg de suelo™ en el suelo lavado dos veces, y disminuyd a 243 mg C kg de suelo™ en el suelo
lavado seis veces. Y permanecié constante después. Un patrén similar se encontré en el suelo
adicionado con plantas de maiz, i.e., la diferencia entre el suelo adicionado con maiz vy el
suelo control fue 353 mg C kg de suelo(o 18% de la materia orgdnica afiadida) en el suelo no
lavado, 836 mg C kg de suelo™ en el suelo lavado dos veces, 549 mg C kg de suelo™ lavado

seis veces y permanecié constante en los lavados siguientes.
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Figura 9. Emisién de CO: (mg C kg suelo seco) del suelo control, suelo adicionado con residuos de maiz y su
FDN.

Poblacion bacteriana en los suelos adicionados con residuos de maiz y FDN

Adicionar residuos de maiz o FDN cambid la estructura de la comunidad bacteriana y
estos cambios en la abundancia relativa de los grupos bacterianos cuando se adiciond la
materia organica variaron con el numero de lavados. Las variaciones en el tiempo en la
incubacién de 28 dias fueron mayores en el suelo no lavado adicionado con residuos de maiz
o FDN que en el suelo lavado 10 veces adicionado con material organico. La aplicacion de
plantas de maiz o FDN al suelo no lavado aumentd la abundancia relativa de Firmicutes
(Bacillales y Oceanospirillales) y la abundancia relativa de Actinobacteria (Actinomycetales)
cuando el suelo fue lavado diez veces.

La abundancia relativa de un conjunto limitado de grupos bacterianos aumentd
cuando el maiz o el FDN se aplicé al suelo, en comparacién con el suelo control (Figura 10).
Por ejemplo, tomando en cuenta sdélo los phyla, la abundancia relativa de Firmicutes
aumenté sobre todo cuando el residuo de maiz y a veces el FDN, se aplicé al suelo lavado.
Aunque la abundancia relativa de Actinobacteria disminuyé cuando el FDN y el maiz se

aplicaron al suelo no lavado (P <0.0001), esta tendencia se invirtié cuando el suelo se lavo.
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Phylum

Figura 10. Heatmap de las relaciones entre la abundancia relativa de diferentes phyla bacterianos en
el suelo control contra el suelo adicionado con residuos de maiz o su fraccion fibrosa (FDN) para suelo no
lavado (rLO) lavado una (rL1), dos (rL2), tres (rL3), seis (rL6), siete (rL7), nueve (rL9) o diez veces (rL10). La
relacion se calculé como: [(abundancia relativa del grupo bacteriano en el suelo adicionado con maiz —
abundancia relativa del grupo bacteriano en el suelo control) / abundancia relativa del grupo bacteriano en el
suelo control]. Heatmaps con las relaciones se hicieron en R usando pheatmap y gplots. Las relaciones se
categorizaron con valor -5: relacidn <-0.99, valor -4: relacién >-0.99 <-0.96, valor -3: relacién >-0.96 y <-0.80,
valor -2: relaciéon >-0.80 <-0.50, valor -1: relacion >-0.50 > 0, valor 0: relacién =0, valor 1: relacion >0 y <1,
valor 2: relacidn 21 y <4, valor 3: relacion 24 y <24, valor 4: relacion 224 y <99, valor 5: relacién 299.

Aplicar maiz o FDN al suelo lavado disminuyé la abundancia relativa de un gran
numero de grupos bacterianos (Figura 10). La abundancia relativa de Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y las secuencias sin asignacidn casi siempre
disminuyeron cuando se afiadié maiz o FDN.

Tanto el analisis ANOSIM como el de PERMANOVA, de las poblaciones bacterianas en
los tres diferentes tratamientos (suelo control, y suelo adicionado con maiz y FDN),

mostraron que las poblaciones bacterianas en el suelo control fueron siempre
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significativamente muy diferentes a los tratamientos de suelo adicionado con maiz y FDN. La
comunidad bacteriana en el suelo adicionado con maiz fue significativamente diferente al
suelo adicionado con FDN con CE 157.8, 47.3, 5y 3.3 dS m™. (Tabla3)

El PCA mostré un claro efecto del lavado en la estructura de la comunidad bacteriana
del suelo adicionado con maiz (Figurall). El suelo sin lavar se ubicé en el cuadrante superior
izquierdo, i.e., con una abundancia relativa mas grande de Bacteroidetes y Firmicutes
comparado con otros suelos, y una baja abundancia relativa de Actinobacteria,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes y Verrucomicrobia. El suelo lavado una vez también se
ubicé en el cuadrante superior izquierdo, pero el valor del componente principal 2 (PC2) fue
bajo, i.e., una abundancia relativa baja de Bacteroidetes y Firmicutes, que en el suelo no
lavado. Lavar mas el suelo aumentdé la abundancia relativa de Actinobacteria,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y Verrucomicrobia, i.e., el valor del PC1 aumenté.
Consecuentemente, el suelo lavado nueve y diez veces se encontrd en el cuadrante inferior
derecho, i.e., un CP1 positivo o la abundancia relativa mds alta para Actinobacteria,

Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y Verrucomicrobia.
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Tabla 3. ANOSIM y PERMANOVA (Permutational multivariate analysis of variance) utilizando las distancias
UniFrac, para probar las diferencias en las comunidades bacterianas en los diferentes tratamientos (n = 999).

Suelo con maiz vs

suelo con FDN

PERMANOVA
Suelo control vs Suelo control vs
suelo con maiz suelo con NDF
CE?
(dSm™) Pseudo-F Valor P Pseudo-F Valor P Pseudo-F
157.8 6.055 0.001 7.691 0.001 2.457
47.3 5.917 0.001 5.379 0.001 1.801
14.1 3.329 0.001 2.945 0.001 1.384
8.3 2.651 0.001 2.651 0.001 1.317
5.0 2.602 0.001 2.697 0.001 1.850
3.3 3.871 0.001 2.028 0.001 1.847
2.3 2.121 0.001 2.719 0.001 1.049
1.7 2.475 0.001 2.719 0.001 1.162
ANOSIM
CE®
(dS m) R Valor P R Valor P R
157.8 0.953 0.001 0.373 0.003 0.407
47.3 0.956 0.001 0.882 0.001 0.357
14.1 0.571 0.001 0.495 0.001 0.217
8.3 0.481 0.001 0.481 0.001 0.090
5.0 0.454 0.001 0.448 0.001 0.266
3.3 0.767 0.001 0.398 0.001 0.380
2.3 0.284 0.001 0.464 0.001 0.019
1.7 0.460 0.001 0.441 0.001 0.067

Valor P

0.001
0.001
0.017
0.071
0.001
0.001
0.322
0.190

Valor P

0.003
0.001
0.007
0.108
0.001
0.001
0.350
0.177
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3 CE: Conductividad Electrolitica.
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Figura 11. Analisis de componentes principales con diferentes phyla de bacterias obtenidos del suelo lavado
adicionado con plantas de maiz (®) o lavado una vez (®), dos (®), tres (®), seis (®), siete (®), nueve (?) o
diez veces ().

El PCA también mostrd un claro efecto del lavado en la estructura de la comunidad
del suelo afiadido con NDF (Figura 12). El suelo sin lavar se ubicé en el cuadrante inferior
izquierdo, i.e.,, con la abundancia relativa mds alta de Bacteroidetes, Firmicutes, y
Proteobacteria, comparado con otros suelos, y una baja abundancia relativa de
Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y Verrucomicrobia. El suelo lavado una
y dos veces también se ubicé en el cuadrante inferior izquierdo, pero el valor para el CP1 fue
mas bajo, i.e., una baja abundancia relativa de Bacteroidetes y Firmicutes, que en el suelo sin
lavar. Lavar mas el suelo incrementd la abundancia relativa de Actinobacteria,
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y Verrucomicrobia, i.e., el valor de CP1 aumenté. Por

lo tanto, los suelos lavados nueve y diez veces se encontraron en los cuadrantes superior e
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inferior derechos, i.e., tuvieron un valor positivo del componente 1 o la mayor abundancia

relativa de Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y Verrucomicrobia.
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Figura 12. Analisis de componentes principales con los diferentes phyla bacterianos obtenidos del suelo no
lavado adicionado con FDN (A) o lavado una vez (A), dos veces (A ), tres (A ), seis (A), siete (A), nueve (4.)
o diez veces ().

El coeficiente de correlacién Spearman (r) entre las comunidades bacterianas del
suelo y las propiedades fisicoquimicas fue alta. El analisis BioEnv mostré que la comunidad en
el tratamiento FDN se correlaciond con la CE, contenido de limo y arena, y en el tratamiento
con maiz con la CE, con un coeficiente de correlacidn Spearman de 0.863 y 0.922,

respectivamente.
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Degradadores de la materia organica aplicada

Algunos patrones distintivos explican cémo los grupos bacterianos responden a la
aplicacion de maiz al suelo con un pH alto cuando el contenido de sales disminuyé debido al
lavado.

Primero, algunos grupos bacterianos no estuvieron favorecidos (su abundancia
relativa disminuyd) por la aplicaciéon del material organico y los cambios en la relacién de la
abundancia relativa en el suelo control vs el suelo adicionado con maiz fueron pequeios o no
mostraron un patréon claro con la disminucidon del contenido de sales. Estos pueden ser
considerados como “indefinidos”. Diferentes grupos bacterianos, como Bacteroidetes,
Marinimicrobium y Nitriluptor, no mostraron un patrén claro en el ratio de suelo control vs
suelo adicionado con maiz. La relacién en la abundancia relativa de suelo acondicionado con
maiz vs el suelo control de filotipos pertenecientes a Proteobacteria, tampoco tuvieron un
patron definido con la disminucién de la CE, aunque a niveles taxondmicos mas bajos de este
phylum los grupos bacterianos fueron claramente favorecidos por la aplicacion de residuos
de maiz y su respuesta se relaciond a veces con el contenido de sales del suelo (Figura 13, A).

Segundo, algunos grupos bacterianos fueron favorecidos por la aplicacion de las
plantas de maiz y participaron en su descomposicién independientemente del contenido de
sales del suelo. Pueden ser considerados “copidtrofos”. La abundancia relativa de filotipos
pertenecientes a grupos bacterianos, como Bacillus, siempre se incrementan en el suelo
adicionado con plantas de maiz comparado con el suelo control (Figura 13, B).

Tercero, otros grupos bacterianos fueron favorecidos por la aplicacion de plantas de
maiz, pero sélo después de que el suelo fuera lavado y la CE disminuyera. Ellos participan en
la degradacion de plantas de maiz, pero sélo cuando el contenido de sales disminuyd
sustancialmente, asi que pueden ser considerados “copidtrofos salinos adversos”. La
abundancia relativa de filotipos pertenecientes a grupos bacterianos, como Nocardiopsis,

Prauseria, y Streptomyces, se incrementd en el suelo adicionado con plantas de maiz
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comparado con el suelo control cuando el suelo fue lavado por lo menos una vez (Figura 13,

C).
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Figura 13. Patrones de las relaciones de abundancias relativas de bacterias tras la adicion de material
organico y lavado del suelo.

Cuarto, la aplicacién de plantas de maiz favorecid pocos grupos bacterianos, pero
disminuir la CE detuvo esta tendencia. Estos grupos participaron en la degradacién de plantas
de maiz cuando el contenido de sales era alto, pero no cuando el contenido de sales
diminuyd y pueden ser considerados “copidtrofos salinos”. Estos fueron sélo un pequeiio
grupo vy la abundancia relativa de los filotipos pertenecientes a grupos bacterianos, como
Idiomarinaceae y Sphingobacteriales, tuvieron este comportamiento (Figura 13,D).

Quinto, la abundancia relativa de algunos grupos bacterianos disminuyd cuando las
plantas de maiz se adicionaron independientemente del cambio en el contenido de sales.
Pueden ser considerados como “oligétrofos”. La abundancia relativa de filotipos
pertenecientes a estos grupos bacterianos, como Deltaproteobacteria, Gemm-5, y
Planctomycetes, disminuyd en el suelo adicionado con plantas de maiz comparado con el
suelo control, independientemente del contenido de sales del suelo (Figura 13, E).

Sexto, la abundancia relativa de estos grupos bacterianos disminuyé drasticamente
cuando las plantas de maiz se adicionaron al suelo, pero este efecto disminuyd cuando el
contenido de sales del suelo se redujo con los lavados. Estos pueden ser considerados
“Oligétrofos salinos”. La abundancia relativa de filotipos pertenecientes a grupos

bacterianos, como Acidimicrobiales, Alphaproteobacteria, Chloroflexi, Euzebya,
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Gemmatimonadetes y Rubricoccus Verrucomicrobia, disminuyd en el suelo adicionado con
plantas de maiz comparado con el suelo control independientemente del contenido de sales
del suelo (Figura 13, F).

La relacion entre la abundancia relativa de los grupos bacterianos en el suelo
adicionado con FDN vy el suelo control con diferente salinidad mostré un patrén similar al
observado cuando se afadid plantas de maiz, excepto por filotipos pertenecientes a
Pseudomonadales. La abundancia relativa de los Pseudomonadales fue muy diferente en el
suelo control, el suelo adicionado con FDN y el suelo adicionado con residuos de maiz, con un
decreciente contenido de sales. Los filotipos pertenecientes a los Pseudomonadales
participaron en la degradacién del FDN en el suelo >14.1 dS m™, no participaron en el suelo
con CE entre <8.3 dSm™y >3.3dS m™y participaron de nuevo cuando la CE €2.3dS m™.

Los filotipos pertenecientes a Pseudomonadales no participaron en la degradacién de
las plantas de maiz en el suelo con CE >14.1 dS m™, pero no participaron cuando la CE
disminuyd a <8.3 dS m™. Interesantemente, diferentes patrones también se encontraron
cuando se tomaron en cuenta los grupos bacterianos a un nivel taxonédmico mas bajo de
Pseudomonadales, e.g., Acinetobacter, otros Pseudomonadaceae y Pseudomonas. Por
ejemplo, la abundancia relativa de Pseudomonas aumentdé drasticamente en el suelo

adicionado con FDN con CE 157.8 dS m, pero menos en el suelo adicionado con maiz.
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DISCUSION
Caracteristicas del suelo

En un experimento previo la CE disminuyd de 59.2 a 21.3 dSm™ al lavar el suelo del
exlago de Texcoco dos veces (Dendooven et al.,, 2015). Lavar el suelo en el campo con
efluentes residuales instalando un sistema de drenaje también redujo la CE de 39.9 dSm™ en
el suelo sin lavar a 12.6 dS m™ después de 8 afios (Luna-Guido et a., 2000).

En experimentos previos, el tamafio de distribucion de particula del suelo del exlago
de Texcoco fue altamente variable. Por ejemplo, el contenido de arcilla fue 440 g Kg! en el
suelo no lavado y disminuyd a 240 g kg™ en el suelo lavado y drenado por 8 afios, mientras el
contenido de arena aumenté de 400 a 720 g kg* (Luna-Guido et al., 2000). Supusimos que
esto fue debido a la variacion intrinseca del suelo o que lavar el suelo y drenarlo arrastroé las
particulas de arcilla mientras las particulas de arena permanecieron. En este experimento
bajo condiciones controladas se confirmé que lavar el suelo arrastré las particulas de arcilla,
ya que el contenido de arcilla disminuy6 de 430 a 270 g kg "1, mientras que el contenido de
arena aumento de 260 a 500 g kg™.

Dado que el suelo es un ambiente complejo, es dificil definir qué factores controlan la
estructura de la comunidad bacteriana en un ecosistema, ya que cambios en un factor estan
acompafados por cambios en otras caracteristicas del suelo. Por ejemplo, el contenido de
arcilla esta relacionado con la proporciéon de absorcién de sodio y el pH (Oades; Nelson y
Oades, 1998), dispersién de la materia organica y sodicidad en suelos (Norrstrom vy
Bergstedt, 2001; Rietz y Haynes, 2003; Wong et al., 2008). Se asumié que lavar el suelo del
exlago de Texcoco disminuiria el contenido de sales, pero no afectaria otras caracteristicas,
dado que el efecto de la CE en la comunidad bacteriana pudiera ser determinado. Lavar el
suelo del exlago de Texcoco mensualmente redujo drasticamente la CE, pero no el pH, un
factor conocido por afectar la estructura de las comunidades bacterianas, aun sus pequefios
cambios (Fuentes et al., 2006; Nacke et al., 2011; Kurame et al., 2012; Lanzén et al., 2015).

En estudios previos en campo se encontrd que el suelo del exlago de Texcoco lavado

en el campo por periodos extendidos tendia a tener un contenido de arcilla menor que el
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suelo sin lavar. En este estudio el contenido de arcilla también disminuyd gradualmente
debido al lavado. Se sabe que la arcilla afecta la estructura de las comunidades bacterianas
del suelo (Ling et al., 2014; Wei et al., 2014). Consecuentemente, los cambios a corto plazo
en la estructura de la comunidad bacteriana estuvieron controlados por los cambios en la CE,
pero la disminucion gradual de arcilla también pudo haber afectado la estructura de la
comunidad bacteriana.
Comunidades de Arquea

El filotipo de Arquea con mayor abundancia relativa en el suelo del exlago de Texcoco
fue Euryarchaeota (91.82 0.09%). Por lo general dominan en el suelo (Schneider et a., 2015),
pero también en algunas cuencas marinas, e.g., el noreste del Mar Negro (Stoica y Herndl,
2007). Este phylum también ha sido encontrado en gran abundancia en experimentos
previos. Mds del 95% de las clonas analizadas por Valenzuela-Encinas et al. (2008) en un
suelo con CE 159 dS m? y pH 10.5, estaban afiliadas a miembros de la familia
Halobacteriaceae pertenecientes al phylum Euryarqueota. Navarro-Noya et al. (2015)
también encontraron Euryarqueota con mayor abundancia en el suelo con 157.1 dSm-1y pH
10.2.
Filotipos pertenecientes a tres diferentes clases de Euryarqueota se detectaron en el suelo
de Texcoco: Halobacteria (87.61 + 0.11%), que sobrevive salinidad extrema,
Methanomicrobia (0.06 + 0.001%), que produce metano y contiene haldfilas, vy
Themoplasmata (4.16 + 0.04%), termdfilos aerobios y anaerobios extremos. La mayoria de
los géneros de Arquea de las halobacterias detectadas en el suelo de Texcoco han sido
descritas en lagos salinos, e.g., Natronococcus, Natronomonas, Halorubrum y Halobiforma
(Jones et al., 1998; Grant y Sorokin, 2011), y en aguas ricas en Mg?*, e.g., Natronococcus,
Halorabdus y Natronomonas (Oren, 2002; Rhodes et al., 2012). Natronococcus (18.28 +
0.08%) fue el género mas abundante junto con Halobiforma (9.08 + 0.08%), contrariamente,
Najjari et al.(2015), mientras estudiaba Arqueas haldfilas (clase Halobacteria) en lagos salinos
endorreicos, reporté una abundancia relativa maxima de 1.6% para Natronococcus. El género
estuvo ausente de las muestras, por lo que lo consideraron como un género raro o poco

abundante. En el suelo de Texcoco Natronococcus se favorecié por el pH alto mas que por la
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salinidad. Najjari et al. (2015) considerd Halobiforma como un género moderadamente
abundante alcanzando una abundancia relativa de 18.8%, similar a la hallada en el suelo no
lavado, en una muestra de sedimento con 6.7% de salinidad. Ellos consideraron Halogranum
y Halorubrum como géneros consistentemente abundantes, pero en este estudio sélo se
encontrd Halogranum en una sola muestra (abundancia relativa de 0.026%) y la abundancia
relativa de Halorubrum permanecid baja (<0.052%). Es posible que Halobiforma esté mejor
adaptada a alto contenido de sales (21% en el suelo sin lavar), dado que su abundancia
relativa disminuyo a la mitad después del primer lavado (8.5%) y permanecié baja después.
Algunos filotipos pertenecientes a este género requieren sales para crecer. Por ejemplo,
Halobiforma lacisalsi, aislada de un lago salado en China, requiere >1.7 M NaCl y crece
Optimamente a 2.6 y 4.3 M de NaCl (Xu et al., 2005). Natronococcus (29.53% en el suelo no
lavado) y Haloterrigena (7.9% en el suelo no lavado), también estuvieron mejor adaptados a
alta concentracidn de sales, pero el efecto de una reduccidn de sales en la ultima fue mas
lento y la primera parecid adaptarse a una disminucién del contenido de sales mientras su
abundancia relativa aumentaba de nuevo después de diez lavados. Cabe sefalar que en este
estudio, como en la mayoria de su tipo, no se midid la abundancia absoluta, sino la
abundancia relativa de filotipos.

La abundancia relativa de Thaumarchaeota fue baja en el suelo del exlago de Texcoco.
Este phylum estd asociado con organismos oxidadores de amonio que ganan energia por
catabolismo quimiolitétrofo y son autdtrofos o mixétrofos obligados (Kénneke et al., 2005;
Qin et al., 2014; Sintes et al., 2016). Son encontrados en suelos, en ambientes marinos, en la
superficie de rocas intemperizadas y aguas termales, y son abundantes en sedimentos de
manglares tropicales (Stieglmeier et al., 2014; Dong et al.,, 2015; Loganathachetti et al.,
2016), y Thaumarchaeota domina la zona mesopeldgica y batipeldgica en aguas ocednicas
profundas (Zhu et al.,, 2016). Filotipos pertenecientes a Nitrosopumilus y Candidatus
Nitrosphaera (Thaumarchaeota) fueron detectados en el suelo de Texcoco. Nitrosopumilus
maritimus es autétrofo y un nitrificador aislado de ambientes marinos (Walker et al., 2010).
Existe poca informacién acerca de Candidatus Nitrosphaera, pero fue una de las Arqueas mas

abundantes en dos suelos de la region Amazdnica (Taketaniy Tsai, 2010).
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Crenarchaeota fue el filogrupo menos abundante en el suelo de Texcoco. Los
Crenarchaeota son abundantes en océanos, aunque algunos han sido encontrados en suelo
(Ramos-Vera et al., 2011), como en este estudio. Se pensaba que eran extremoéfilos
dependientes de azufre, pero estudios recientes indican que estos organismos pueden ser las
Arqueas mas abundantes en algunos ambientes marinos, e.g., sedimentos, océano profundo,
o subsuperficie (Karner et al., 2001; Kirchman, 2012).

Aunque lavar el suelo disminuyd drasticamente la CE, menos grupos de Arqueas se
vieron afectados por los cambios en el contenido de sales que los grupos de bacterias.
Existen varias explicaciones para esta observacion. Primero, el cambio en la CE fue muy
pequeiio para alterar la estructura de la comunidad de Arquea. En contraste con la
estructura de la comunidad bacteriana que fue alterada con el primer lavado. La comunidad
de Arquea fue mas resistente a cambios en la CE que la comunidad de bacterias y sélo
después de un periodo largo de tiempo la estructura de la comunidad de Arqueas cambid.
Segundo, la CE no fue el factor de mayor influencia sobre la comunidad de Arqueas, sino el
pH o el contenido de materia organica, que no cambiaron durante el lavado. Tripathi et al.
(2015) encontraron que el pH se correlaciona con la composicidon de la comunidad de
Arqueas en suelos templados y tropicales, sino también el bioma, mientras Canfora et
al.(2015) reportaron que la materia orgdnica favorece su diversidad. Navarro-Noya et al.
(2015) reportaron que las diferencias en el pH explican mejor la composicién de la
comunidad de arqueas en los suelos haloalcalinos del exlago de Texcoco. Tercero, no hay que
olvidar que el nimero taxondmico de Arqueas fue mas bajo que el de bacterias. Esto
también podria explicar por qué menos grupos de Arqueas se vieron afectados por la
disminucion del contenido de sales que grupos de bacterias.

Comunidad bacteriana en el suelo control

Géneros bacterianos  pertenecientes a  Alphaproteobacteria, Firmicutes,
Gammaproteobacteria, Bacteroidetes, y Cyanobacteria se encuentran en soluciones salinas
con valores de salinidad de hasta 250 g I (Vavouraski et al., 2016). En el suelo de Texcoco sin
lavar, estos grupos bacterianos dominaron, aunque la abundancia relativa de Actinobacteria

y Betaproteobacteria también fue alta. Oceanospirillales (Halomonas), Pseudomonadales y
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Phyllobacteriaceae (Rhizobiales) fueron los d&rdenes bacterianos mas abundantes. En
estudios previos, Valenzuela-Encinas et al. (2009) encontraron que la mayoria de clonas de
Proteobacteria se relacionaban a microorganismos previamente encontrados en lagos salinos
y en suelos. Microorganismos pertenecientes a los Chromatiales encontrados en ambientes
marinos e hipersalinos y haloalcalinos se encontraron en el suelo con 159 dS my pH 10.2.

Filotipos pertenecientes a Halomonas han sido encontrados y predominantes en las
poblaciones bacterianas a veces en ambientes extremos. Vavourarki et al. (2006) reportaron
que la abundancia relativa de Halomonas en un lago salino con salinidad de 170 g I'* y pH 9.9
fue 2%, pero 71% en un lago salino con salinidad de 400 g I'' y pH 10.2. Halomonas no fue
dominante en este estudio dado que su abundancia relativa fue de 23.9%. Ellos también
reportaron que la fraccion dominante en el lago salino con salinidad 170 g I'* y pH 9.9 (~59%)
se relacioné con un orden desconocido de Gammaproteobacteria. En este estudio, el 25.2%
de los Pseudomonadales no se afilié a una familia conocida.

Filotipos desconocidos de Phyllobacterium (Phyllobacteriaceae) dominaron en el agua
salina del mar rojo (54%; Abdallah et al., 2014), y los Phyllobacteriaceae representaron el
9.1% en este estudio. Filotipos pertenecientes a especies de Phyllobacterium participaron en
la mineralizacion de hidrocarburos aromaticos y han sido recuperados de ecosistemas
marinos (Shao et al.,2010).

A diferencia de la comunidad de Arquea, lavar el suelo una vez alterd en gran medida
a la comunidad bacteriana, i.e., los cambios en la abundancia relativa de algunos grupos
bacterianos fueron mas grandes en comparaciéon a los grupos de arqueas. Es importante
recordar que no se conservd suelo sin lavar durante el experimento, por lo que algunos
cambios en la abundancia relativa de algunos grupos bacterianos pudieron deberse al
almacenamiento y no al lavado. La disminucién en la abundancia relativa fue mds marcada
para los grupos bacterianos pertenecientes a Alpha y Gammaproteobacteria. La abundancia
relativa de los grupos dominantes bacterianos en el suelo lavado una vez se redujeron a mas
de la mitad, i.e., Oceanospirillales (Halomonas), Pseudomonadales (Pseudomonas),
Rhizobiales (Phyllobacteriaceae), y Xanthomonadales (otros Xanthomonadeceae). Estos

fueron reemplazados con filotipos pertenecientes a diferentes phyla bacterianos, e.g., los
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Cytophagales y [Rhodotermales] (Bacteroidetes), Rhodobacteriaceae (Rhodobacterales,
Alphaproteobacteria), Nitriliruptoraceae (Nitriliruptorales, Actinobacteria), Deinococcales
([Thermi]), y Gemm-5 (Gemmatimonadetes), como los mas importantes. La abundancia
relativa de cada uno aumenté mds de cinco veces. Es importante resaltar que algunos grupos
bacterianos importantes, e.g., copidtrofos conocidos en suelo como Actinomycetales vy
Bacillales, no fueron afectados por el lavado del suelo.

El lavado mensual del suelo afecté los grupos bacterianos, pero en general, el efecto
fue pequefio. La abundancia relativa de algunos grupos tendié a seguir disminuyendo, i.e.,
Oceanospirillales y Pseudomonadales, mientras que la de otros, i.e., Rhizobiales y
Xanthomonadales, tendid a aumentar de nuevo. La abundancia relativa de los grupos
bacterianos que incrementaron drasticamente después del primer lavado permanecid
similar, e.g., Cytophagales, Deinococcales, Nitriliruptorales, Rhodobacterales, y
[Rhodothermales], mientras que la de otros siguidé incrementando, e.g., Gemm-5. Aunque la
abundancia relativa de Burkholderiales no mostré una reduccién dréstica, después de diez
lavados, ésta habia disminuido cuatro veces, i.e., principalmente filotipos pertenecientes a
Delftia (Comamonadaceae).

Lavar el suelo y su efecto en la comunidad bacteriana

Se conoce que la forma en que las bacterias responden al estrés depende del nivel de
estrés, el tipo de estrés y las condiciones ambientales. La salinidad es un factor de estrés y
sus efectos en los microorganismos han sido extensamente estudiados en agua dulce
(Marine et al., 2013; Telesh et al., 2013; Dupont et al., 2014) y suelos (Canfora et al., 2014;
Van Horn et al., 2014; Santini et al., 2015).

Los experimentos usualmente utilizan la aplicacién de diferentes concentraciones de
sales y determinan como la comunidad bacteriana responde a estos cambios. Estos estudios,
sin embargo, no toman en cuenta que los microorganismos no tienen tiempo para adaptarse
a los cambios en las concentraciones de sales. Chowdhury et al. (2011) encontraron que para
diferentes tipos de suelo, de 7 a 10 dias eran suficientes para estabilizar la respiracion del
suelo, asi que acondicionar el suelo por un mes entre cada lavado permitiria a las bacterias

adaptarse a las condiciones de sales reducidas.
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Durante la incubacién aerobia la estructura de la comunidad bacteriana del suelo sin
lavar mostré grandes variaciones en el tiempo. Estos cambios se pueden atribuir a la
variabilidad intrinseca de las muestras del suelo (muestro destructivo), a la manipulacion del
suelo o a cambios debidos a la incubacidn aerobia. Cambios en la comunidad bacteriana del
suelo lavado diez veces fueron pequeiios durante la incubacion aerobia. Los cambios en el
suelo sin lavar no se debieron a la incubacién aerobia sino a las variaciones en las muestras
y/o a la manipulaciéon del suelo. Manipular el suelo sin lavar causé mas estrés en la poblaciéon
bacteriana que en el suelo lavado diez veces, ya que la salinidad era mayor, asi que el efecto
de estos cambios en la comunidad bacteriana fue mayor.

Las comunidades bacterianas ha sido estudiadas en gradientes de suelos salinos
naturales y grupos similares dominaron en la mayoria de los estudios, i.e., Actinobacteria,
Firmicutes, y Proteobacteria (Hollister et al., 2010; Van Horn et al., 2014). Santini et al. (2015)
encontraron que la poblacidn bacteriana en el residuo de mineral fue similar a la encontrada
en lagos salinos y otros desperdicios salino-alcalinos con dominancia de Proteobacteria (40-
80%), Firmicutes (2-22%), Actinobacteria (3-26%) y Bacteroidetes (2-10%). Son considerados
generalistas y en estos estudios filotipos pertenecientes a Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, y Proteobacteria fueron dominantes en el suelo.

La disminucidn en el contenido de sales debido al lavado tuvo diferente efectos en
diferentes grupos bacterianos. Primero, una disminucién en el contenido de sales sélo tuvo
un efecto limitado en la abundancia relativa de grupos bacterianos y no surgié ningin patrén
claro, e.g., Bacteroidetes, Chloroflexi, Nitrospirae, y Proteobacteria. Barnard et al. (2013)
consideraron que Proteobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, y
Chloroflexi poseian una estrategia de supervivencia mas resistente, evidenciada por un
contenido ribosomal mas estable durante un experimento de secado/humedecido del suelo.
Los Chloroflexi y Proteobacteria también fueron resistentes a los cambios en las
concentraciones de sales como lo encontrado en este estudio.

Segundo, la disminucién en el contenido de sales después del primer lavado aumentdé
la abundancia relativa de grupos bacterianos pero seguir disminuyendo el contenido de sales

s6lo tuvo un efecto limitado en la abundancia relativa del grupo bacteriano, e.g.,
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Actinobacteria, Armatimonadetes, y [Thermi]. Hollister et al. (2010) encontraron que la
abundancia relativa de Actinobacteria aumenté con la disminucién del contenido de agua y
salinidad.

Tercero, la disminucidn en el contenido de sales después del primer lavado aumenté
la abundancia relativa de los grupos bacterianos y seguir disminuyendo el contenido de sales
tendio a aumentar mas la abundancia relativa de los grupos bacterianos
Gemmatimonadetes, Planctomycetes, TM7 y Verrucomicrobia. Canfora et al. (2014) también
encontraron una alta abundancia relativa de Gemmatimonadetes en el suelo con salinidad
baja (CE 5.37 dSm™).

Cuarto, disminuir el contenido de sales disminuyd la abundancia relativa de los grupos
bacterianos, como Chlorobi y Firmicutes, que estuvieron bien adaptados a un contenido alto
de sales del suelo. Filotipos pertenecientes al género Bacillus (Firmicutes) que son
formadores de esporas sobreviven facilmente en condiciones adversas (Teixeira et al., 2010;
van Djil y Hecker, 2013). Adicionalmente estan involucrados en la descomposicion de
residuos organicos que serian liberados cuando el suelo se manipula y/o los microorganismos
mueren debido a condiciones adversas extremas (Cleveland et al., 2007; Hu B. et al., 2015;
Hu P. et al., 2015).

Cambios en la estructura de la comunidades bacterianas también pudieron ser debido
a la pérdida de particulas de arcilla causada por el lavado del suelo. El contenido de arcilla fue
el parametro que mejor demostré la composicion de la comunidad bacteriana OTU-97% en el
suelo sin lavar. Sessitsch et al. (2012) encontraron una relacidon entre la distribucion del
tamafio de particula del suelo y la presencia/ausencia de algunos grupos bacterianos,
relacionando pequefias particulas (arcillas) con una mayor diversidad.

Mineralizacidn de la materia organica

Ha sido reportado que las comunidades microbianas en suelos salinos son menos
eficientes utilizando fuentes de C que aquellas de suelos no salinos (Setia et al., 2010). Los
microorganismos del suelo responden de forma diferente a cambios en el potencial
osmatico, ya sea acumulando o secretando osmolitos (Empadinhas y da Costa, 2008) u otros

metabolitos (Kempf y Bremer, 1998; Oren, 2008), lo que constituye un proceso que requiere
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energia. En este estudio, sin embargo, el CO; emitido fue mas alto en el suelo con el mayor
contenido de sales. Podemos suponer que lavar el suelo elimind el material organico de facil
descomposicion por lo tanto reduciendo el CO; emitido.

Yan y Marschner (2013) encontraron un aumento en la mineralizacién del C cuando se
afiadio al suelo rastrojo de chicharo a un suelo salino lavado. En este estudio, la cantidad de
CO, emitido también aumentd cuando se anadid la planta de maiz o FND al suelo. La
diferencia entre el CO; emitido del suelo control y el suelo adicionado con materia organica,
fue el resultado de dos procesos, i.e., la mineralizacidén de los residuos de maiz o su FDN, y un
posible efecto priming. El incremento en la emisidon de CO; emitido después de la aplicacion
de materia organica cuando la CE del suelo disminuyd pudo ser debido al aumento en la
cantidad de materia organica mineralizada o a un efecto priming. Sin embargo, no se marcé
el C con algun isétopo *C o 3C, asi que no fue posible determinar un posible efecto priming
ni los cambios en su magnitud debido a los lavados, ni los cambios en la cantidad de materia
mineralizada.

Adicion de la materia orgdanica, lavado del suelo y su efecto en la estructura de la
comunidad bacteriana

En este estudio se investigaron tres factores. Primero, el efecto de la aplicacién de
materia organica en la abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos; segundo, el
efecto de la reduccién de sales del suelo mediante lavado en la abundancia de bacterias
involucradas en la descomposicion de la materia organica; y tercero, el efecto de la
composicidon del material organico aplicado, i.e., plantulas de maiz vs su FDN, en la estructura
de la comunidad bacteriana.

Primero, la aplicacion de la materia organica, i.e., plantulas de maiz y su fraccién FDN,
tuvieron un gran efecto en la abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos. La
descomposicion de la materia organica estd dominada primordialmente por
microorganismos que prefieren fuentes de carbono facilmente asimilables y un alto
contenido de nutrientes. Estos microorganismos son conocidos como estrategas-r o
copidtrofos, mientras que los estrategas-k u oligdtrofos prefieren un ambiente con un

contenido bajo de nutrientes y prevalecen cuando los nutrientes se han agotado (Fierer et
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al., 2007; Trivedi et al., 2013). Con pocas excepciones, el nUmero de grupos bacterianos cuya
abundancia relativa aumentdé cuando se adiciond el material organico, fue mas pequefio que
el nimero de grupos bacterianos cuya abundancia relativa disminuyé. Por lo tanto, sélo un
grupo limitado de grupos bacterianos se vieron favorecidos por la aplicacion de material
organico y metabolizaron el rastrojo de maiz y su fraccion FDN. También tiene que
considerarse que soélo se determind la abundancia relativa de los grupos bacterianos. La
aplicacion de material organico aumenta la biomasa del suelo, asi que puede asumirse que la
abundancia absoluta de algunos grupos bacterianos no se vio afectada aunque su
abundancia relativa disminuyera. Adicionalmente, los hongos también participan en la
degradacion del material orgdnico aplicado y los cambios en su abundancia relativa no
fueron determinados.

Segundo, lavar el suelo, lo que redujo el contenido de sales y arcilla del suelo, afecté
la abundancia relativa de grupos bacterianos en suelo adicionado con material organico
comparado con el suelo control. Los cambios en las caracteristicas del suelo como resultado
del lavado cambiaron la capacidad metabdlica de algunos grupos bacterianos, i.e., cambiaron
de un comportamiento copiétrofo a oligétrofo o al revés, mientras la capacidad metabdlica
de otros no se vio afectada. Clasificar estos cambios metabdlicos con los lavados permitio
definir seis categorias de respuesta bacteriana a la aplicacién de plantas de maiz o su FDN.
Considerando la gran cantidad de grupos bacterianos obtenidos del suelo, e.g., 521 géneros,
sélo los mas abundantes se discutirdn (Figura 13).

La relacion de la abundancia relativa para una primera categoria de grupos
bacterianos no mostrd un patrén claro con los lavados o los cambios en sus relaciones fueron
pequefiios. Por lo tanto, ellos participaron algunas veces o un nimero limitado de veces, en la
degradacion de residuos de plantas de maiz, pueden ser considerados “indefinidos” ya que a
veces se comportaron como oligétrofos y otras como copidtrofos sin ningun efecto claro del
lavado. Los filotipos pertenecientes a Proteobacteria, el phylum con mayor abundancia,
respondieron de esta manera. Sin embargo, los diferentes drdenes pertenecientes a este

phylum respondieron claramente, pero de forma diferente a la aplicaciéon del material
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organico, cuando el suelo de lavé. Por lo tanto, a veces surgieron diferentes patrones dentro
de un grupo bacteriano cuando se consideraron diferentes niveles taxonémicos.

La abundancia relativa de una segunda categoria de grupos bacterianos incrementé
principalmente cuando al suelo control se le aplicé residuo de maiz. Los filotipos
pertenecientes a Firmicutes respondieron de esta forma, se conoce que estos son
copiotréfos (Chavez-Romero et al., 2016). Por ejemplo, Van Horn et al. (2014) aplicaron
material organico al suelo de un gradiente salino natural (105 + 4 — 4,800 = 470 pS) y
diferentes contenidos de agua. Ellos encontraron un aumento en la abundancia relativa de
Firmicutes en todos los suelos. En un nivel taxondmico mas bajo, los miembros de Bacillaceae
(Bacillus) y Pseudomonadaceae (Pseudomonas) participaron en la degradacién de plantas de
maiz independientemente del nimero de lavados. Ambas familias han sido descritas como
descomponedoras de la materia orgdnica del suelo. Cahyani et al. (2003) encontraron
Bacillaceae a lo largo del composteo de rastrojo de arroz y los consideraron una bacteria
sacarolitica. Lépez-Lozano et al. (2013) encontraron Bacillaceae y Pseudomonadaceae entre
otros heterdtrofos oportunistas, ellos encontraron estos grupos como los colonizadores
iniciales después de esterilizar y reinocular un suelo arido y atribuyeron esto a la capacidad
enzimatica de miembros de esta familia para iniciar la degradacién de compuestos de
carbono. Yeasmin et al. (2015) encontraron un aumento en los filotipos pertenecientes a
Bacillaceae en un suelo inundado intencionalmente mezclado con excretas de vaca y rastrojo
de arroz. Miembros del género Bacillus son conocidos copidtrofos y siempre participaron en
la degradacion de las plantas de maiz independientemente del contenido de sales del suelo.
Su capacidad metabdlica para participar en la degradaciéon de plantas de maiz no fue
obstruida por la amplia variacién en el contenido de sales y no fueron desplazados por otros
grupos bacterianos. La familia Cyclobacteriaceae también fue favorecida por la adicién de
plantas de maiz o FDN. Miembros del género Cyclobacterium que son haldfilos fueron
recientemente aislados de una costa en Corea (Irshad et al., 2014). Goldfarb et al. (2011)
incubaron suelo en presencia de una variedad de fuentes de C que variaban en recalcitrancia
y analizaron el DNA por 16S rRNA PhyloChip. Ellos encontraron que la abundancia relativa de

Enterobacteriales aumenté cuando sustratos orgdnicos labiles (i.e., glicina o sacarosa) se
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aplicaban al suelo. En este estudio, los filotipos pertenecientes a los Enterobacteriales se
comportaron sobre todo como copidtrofos y no fueron afectados por la gran variacion del
contenido de sales del suelo.

Una tercera categoria de grupos bacterianos, de los que algunos son conocidos por
participar en la degradacién de plantas de maiz, fueron inhibidos metabdlicamente o
desplazados por otro grupo bacteriano en el suelo con alto contenido de sales, pero su
abundancia relativa aumenté comparado con el suelo control cuando el suelo fue lavado.
Pueden ser considerados “copidtrofos adversos salinos”. Por ejemplo, los filotipos
pertenecientes a los Actinomycetales, el orden con mayor abundancia relativa, fueron
altamente inhibidos cuando las plantas de maiz fueron aplicadas al suelo sin lavar (1.1% en el
suelo control y 0.1% en el suelo adicionado con residuos de maiz), pero participaron en la
descomposicion de productos de maiz y sus productos de degradacidon cuando el suelo se
lavd una vez. Filotipos pertenecientes a Prauseria, el género mdas abundante
(Nocardiopsaceae, Actinomycetales), también pueden ser considerados copidtrofos salinos
adversos. Su capacidad metabdlica para participar en la degradacién de plantas de maiz fue
impedida por el alto contenido de sales y fueron desplazados por otros grupos (e.g., Bacillus).
Los filotipos pertenecientes a Halomonadaceae y Halomonas también fueron copidtrofos
adversos salinos. Miembros de Halomonas son haldfilos (Meyer et al.,, 2015), pero no
extremadamente haldfilos.

La cuarta categoria con un numero limitado de grupos bacterianos participd en la
degradacion de plantas de maiz en el suelo sin lavar, pero no fueron favorecidos con la
adicién de la materia organica cuando el suelo se lavéd y pueden ser considerados
“copiotrofos salinos”. Los filotipos pertenecientes a Sphingobacteria respondieron de esta
forma. La abundancia relativa de un gran nimero de grupos bacterianos disminuyé cuando
las plantas de maiz fueron aplicadas al suelo en comparacion con el suelo no lavado. La
disminucion fue aparentemente independiente del lavado, i.e., una quinta categoria de
grupos bacterianos u oligétrofos, o la disminucién fue mas acentuada en el suelo sin lavar
gue en el suelo lavado, i.e., una sexta categoria de grupos bacterianos u oligdtrofos salinos.

Chloroflexi, Deltaproteobacteria, y Planctomycetes pertenecieron a la quinta categoria de
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bacteria y su abundancia relativa siempre disminuyé en la misma forma en el suelo
adicionado con platas de maiz comparado con el suelo control. La disminucion en la
abundancia relativa de Acidobacteria, Gemmatimonadetes, y Verrucomicrobia fue mas
notoria cuando las plantas de maiz fueron aplicadas al suelo sin lavar comparado con el suelo
control sin lavar que cuando el suelo fue lavado. La mayoria de estos grupos bacterianos son
oligoétrofos. Por ejemplo, Carbonetto et al. (2014) consideraron a Chloroflexi vy
Verrucomicrobia como oligétrofos. Siles et al. (2014) encontraron una disminucion en la
abundancia relativa de Gemmatimonadaceae después de la adicion de residuos secos de
olivo al suelo Mediterraneo en un experimento de incubacion de 60 dias.

De Lourdes Moreno et al. (2013) encontraron que las bacterias haldfilas, como
Marinobacter lipolyticus producian diferentes hidrolasas extracelulares (lipasa, amilasa,
proteasa, xylanasa, inulinasa, pectinasa, celulasa, y pululanasa), lo que les da la capacidad de
degradar material organico en ecosistemas con extrema salinidad. En este estudio, sin
embargo, los filotipos pertenecientes a Marinobacter participaron en la degradacién de
residuos de maiz cuando el suelo se lavé una vez, pero no asi cuando el suelo no se habia
lavado. Podria ser que la salinidad era demasiado alta u otras caracteristicas diferentes a la
salinidad inhibieron la capacidad metabdlica de Marinobacter en el suelo del exlago de
Texcoco. Goldfarb et al. (2011) incubaron suelos en la presencia de una amplia variedad de
sustratos de C que variaban en recalcitrancia y analizé el 16S rRNA PhyloChip, encontrando
gue la abundancia relativa de los Burkholderiales aumenté cuando la materia organica labil o
guimicamente recalcitrante fue aplicada al suelo. Eichrost y Kuske (2012) condujeron un
estudio SIP en microcosmos de suelo para identificar bacterias que responden a celulosa
(marcada con 3C) en cinco suelos edaficos diferentes. Encontraron miembros de
Burkholderiales en los cinco suelos. En este estudio los filotipos pertenecientes a
Burkholderiales se comportaron como oligétrofos salinos. Como se menciond antes puede
ser que el contenido de sales del suelo fuera demasiado alto e inhibiera la capacidad
metabdlica de los Burkholderiales u otro factor del suelo inhibiera su participacién en la

mineralizacion de las plantas de maiz, e.g., el pH alto.
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Tercero, la aplicacion de las plantas de maiz tuvo un efecto similar en los grupos
bacterianos como la aplicacion del FDN. Sin embargo, un grupo bacteriano, los
Pseudomonadales (e.g., Acinetobacter y Pseudomonas), fue mas favorecido por la aplicacion
de FDN que cuando las plantas de maiz fueron aplicadas al suelo con alta concentracion de
sales. Los Pseudomonadales son versatiles y filotipos pertenecientes a este grupo bacteriano
se conocen por tener actividad celulolitica. Estos metabolizan (hemi)celulosa en los suelos
con alto contenido de sales.

Es importante recordar que las abundancias relativas de los grupos bacterianos
fueron determinados y no valores de abundancia absoluta. La aplicacién de materia organica
facilmente asimilable, como plantas de maiz, aumentara la biomasa del suelo, ya que un
aumento en la abundancia relativa de los grupos bacterianos significa que los valores
absolutos de los grupos bacterianos también aumentaron, pero una disminucién en la
abundancia relativa no necesariamente significa que la abundancia absoluta de los grupos
bacterianos disminuyd. Esto es cierto cuando los cambios en la relacién entre la abundancia
relativa de los grupos bacterianos en el suelo control y el suelo adicionado con materia
organica fueron pequenos. Sin embargo, la mayoria de los cambios reportados aqui fueron
grandes y el aumento o disminucion en la abundancia relativa debido a la aplicacion de
materia orgdnica fue cinco veces mas baja o alta que en el suelo control. Ademas, no se
conservé ningun suelo sin lavar por diez meses para determinar cémo la estructura de la
comunidad bacteriana pudiera ser alterada en un suelo sin lavar a través del tiempo. La
materia orgdnica del suelo se mineralizard, de manera que el C disponible del suelo para los
microorganismos del suelo disminuye y esto puede alterar la estructura de la comunidad

bacteriana, pero se asumio que los cambios serian minimos.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Lavar el suelo redujo la CE de 157.8 a 1.7 dSm "' y el contenido de arcilla de 430 a 270
g Kg 1, pero el pH permanecid igual.

Después del primer lavado la estructura de la comunidad bacteriana cambid, la
abundancia relativa de Halomonas, Pseudomonas, Rhizobiales, y Xanthomonadales,
disminuyd, mientras que la de los Cytophagales, [Rhodothermales], Rhodobacteraceae,
Nitriluruptoraceae, Deinococcales, y Gemm-5 aumentd. Seguir lavando el suelo cambié la
estructura de la comunidad pero en menor grado que el primer lavado. Los cambios en la
comunidad de Arquea debido al lavado fueron mas pequefios que los cambios en la
comunidad de bacterias y se desconoce si esto fue por la resiliencia de las arqueas o a su
mayor capacidad metabdlica.

El cambio en el contenido de sales fue el factor que afectd la abundancia relativa de

las poblaciones bacterianas.
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El lavado del suelo favorecié la mineralizacion de la materia organica, sin embargo, no
fue posible separar el efecto del lavado del suelo y la adicion del material orgdnico y el
incremento en la disponibilidad de nutrientes debido a la manipulacién del suelo.

Disminuir el contenido de sales también altero el comportamiento metabdlico de
algunos grupos bacterianos, pero no de otros, e.g., Nitriliruptor. Considerando la relacién de
la abundancia relativa de un grupo bacteriano en el suelo adicionado con material organico
vs el suelo control, permitié distinguir los diferentes efectos del contenido de sales en la
capacidad metabdlica de los grupos bacterianos y clasificarlos.

La adicién de diferentes tipos de material organico (rastrojo de maiz y FDN) no tuvo
un efecto diferente en la composicion de la comunidad bacteriana del suelo, salvo en el

grupo de los Pseudomonadales.

En este estudio descriptivo se encontré cémo las bacterias y arqueas cambian en un
suelo salino natural, al remover paulatinamente la presion de seleccion a la que han estado
sometidas, y se encontré una forma de describir cdmo las bacterias pueden estar
involucradas en la descomposicidon de la materia orgdnica. Sin embargo los estudios de la
prediccion de funcionalidad a partir de las abundancias relativas obtenidas de la
secuenciacion del gen 16S rRNA no nos dan informacién de los microorganismos
involucrados en los procesos, y de qué forma estos se relacionan, si bien el suelo es un
ambiente complejo valdria la pena plantear el analisis de genes involucrados en procesos
especificos y la exploracién de cdmo los microorganismos presentes y los metabdlicamente
activos se relacionan, explorando redes booleanas o cualquier tipo de red que explique cdmo
el cambio en un factor ambiental afecta a la estructura de la comunidad y sus funciones. A
pesar de los avances en las tecnologias de secuenciacién, es mucho lo que se desconoce en la
ecologia microbiana, el estudio de las interacciones troficas y metabdlicas entre los
microorganismos (de un ambiente especifico o involucrados en procesos especificos)

representa una gran area de oportunidad.
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Reducing Salinity by Flooding an
Extremely Alkaline and Saline Soil
Changes the Bacterial Community
but Its Effect on the Archaeal
Community Is Limited

Arit S. de Leén-Lorenzana'', Laura Delgado-Balbuena'", Cristina Dominguez-Mendoza’,
Yendi E. Navarro-Noya?, Marco Luna-Guido' and Luc Dendooven ™

! Soil Ecology Lab, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, CINVESTAV, Mexico, Mexico, ? Centro Tlaxcala
de Biologia de la Conducta, Catedras CONACYT, Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, Mexico

Regular flooding of the soil to reduce salinity will change soil characteristics, but also
the microbial community structure. Soil of the former lake Texcoco with electrolytic
conductivity (EC) 157.4 dSm-1 and pH 10.3 was flooded monthly in the laboratory under
controlled conditions for 10 months while soil characteristics were determined and the
archaeal and bacterial community structure monitored by means of 454 pyrosequencing
of the 16S rBNA gene. The EC of the sail dropped from 157.8 to 1.7 dS m-1 and the
clay content decreased from 430 to 270 g kg-1 after ten floodings, but the pH (10.3) did
not change significantly over time. Flooding the soil had a limited effect on the archaeal
community structure and only the relative abundance of Haloferax-lke 16S rRNA
phylotypes changed significantly. Differences in archaeal population structure were more
defined by the initial physicochemical properties of the soil sample than by a reduction
in salinity. Flooding, however, had a stronger effect on bacterial community structure
than on the archaeal community structure. A wide range of bacterial taxa was affected
significantly by changes in the soil characteristics, i.e., four phyla, nine classes, 17 orders,
and 28 families. The most marked change occurred after only one flooding characterized
by a sharp decrease in the relative abundance of bacterial groups belonging to the
Gammaproteobacteria, e.g., Halomonadaceae (Oceanospirillales), Pseudomonadaceae,
and Xanthomonadaceae and an increase in that of the [Rhodothermales] (Bacteroidetes),
Nitriliruptorales (Actinobacteria), and unassigned Bacteria. It was found that flooding the
soil sharply reduced the EC, but also the soil clay content. Flooding the soil had a limited
effect on the archaeal community structure, but altered the bacterial community structure
significantly.

Keywords: extreme salinity, alkalinity, soil characteristics, bacterial and archaeal community structure, microbial
successions
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Soil Salinity Controls Relative
Abundance of Specific Bacterial
Groups Involved in the
Decomposition of Maize Plant
Residues

Arit S. De Leén-Lorenzana’, Laura Delgado-Balbuena’, Cristina A. Dominguez-Mendoza',
Yendi E. Navarro-Noya?, Marco Luna-Guido' and Luc Dendooven ™

' Soil Ecology Lab, Cinvestav, Ciudad de México, Mexico, Mexico, ? Cétedras CONACYT, Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxacala, Tlaxcala, Mexico

Extreme salinity and alkalinity in soil is known to inhibit organic material decomposition
and affect the bacterial community structure involved in its mineralization. Regular
flooding of these soils will reduce salinity, which will alter the bacterial community
involved in organic material mineralization. Soil of the former lake Texcoco with
electrolytic conductivity (EC) 157.4 dS m~" and pH 10.3 was flooded monthly, amended
with maize plant residue or its neutral detergent fiber [NDF; mostly (hemi)cellulose
and some lignin], while C mineralization and the bacterial community structure was
monitored by means of 454 pyrosequencing of the 16S rRNA gene. The EC of
the soil dropped from 157.8 to 1.7 dS m~', but the pH (10.3) did not change
significantly over time. On the one hand, the relative abundance of some bacterial
groups, e.g., Bacillus and Gammaproteobacteria, always increased when maize plants
or NDF were applied to soil independent of the changes in soil characteristics, i.e.,
they always participated in the degradation of the organic material applied, while
the relative abundance of other groups, e.g., Acidobacteria, Alphaproteobacteria,
Chloroflexi, Clostridia, Deltaproteobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, and
Verrucomicrobia, always decreased compared to the unamended soil. On the other
hand, the increase or decrease of the relative abundance of other bacterial groups when
organic material was applied to soil was influenced by the changes in soil characteristics.
For instance, the relative abundance of the Actinomycetales, Halomonas, and Prauseria,
did not increase when organic material was applied to soil with a high salt content, but did
when the salt content was lowered while that of the Betaproteobacteria and Pirellulales
increased when the salt content was high, but not when it was lowered. Application of the
NDF generally had a similar effect on the bacterial community structure as when maize
plants were applied. It was found that the capacity of some bacterial groups to degrade
organic material was not affected by soil salt content, while that of others was stimulated
or suppressed.
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