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Resumen

Las practicas agricolas como la agricultura convencional, en la que se realiza
labranza, eliminaciéon de residuos y el monocultivo, son capaces de modificar las

caracteristicas fisicoquimicas del suelo de manera paulatina y sustancial.

Este grado de perturbaciones en los suelos, y sus implicaciones fisicoquimicas, tienen
la propiedad de afectar también a las comunidades microbianas que se encuentran

involucradas en los procesos biogeoquimicos del suelo.

Para la realizacion de este proyecto, se utilizaron suelos provenientes de dos centros

experimentales;

El primero fue el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo,
“CIMMYT”, localizado en la comunidad de El Batan, en Texcoco, Estado de México. De
este centro experimental se eligieron suelos con actividades contrastantes, entre agricultura
de conservacion y agricultura convencional, ambos tipos de agricultura utilizados en
parcelas en plano o en camas. Al analizar las comunidades bacterianas de estos suelos, se
logra distinguir que ciertos grupos estan ligados a ciertas practicas agricolas. El filo
Actinobacteria se relaciona principalmente con practicas convencionales y con la adicion
de materia organica. Entre algunos de los grupos bacterianos relacionados con la
agricultura de conservacion, se encuentran principalmente los phyla Acidobacteria y
Planctomycetes, grupos que son favorecidos por ambientes en los cuales no existen grandes

cantidades de nutrientes.

El segundo centro experimental fue el Centro de Investigacion Australiano del
Algodon, “ACRI”, ubicado en Narrabri, Australia, y comparando practicas agricolas de
conservacion y convencionales en cultivos en cama, se encontrd una cantidad limitada de
grupos bacterianos asociados con ambos tipos de agricultura. Sin embargo, prevalecieron

Actinobacteria para practica convencional y Acidobacteria en practica de conservacion.
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Abstract

The contrasting agricultural practices, like conventional agriculture,
characterized by tillage, residue elimination and monoculture, are able to modify the

physicochemical characteristics of the soil, gradually and substantially.

This degree of disturbance in the soil, and its physical and chemical
implications, have the property also affect microbial communities that are involved in

biogeochemical soil processes.

For this project, soils from two experimental centers were used;

The first was "CIMMYT", located in the community of El Batan, Texcoco, State
of Mexico. This experimental center with contrasting soils were chosen activities,
including conservation agriculture and conventional agriculture, both types of farming
used in flat plots or beds. In analyzing the bacterial communities in these soils, it is
possible to distinguish certain groups are linked to certain farming practices. The
Actinobacteria phylum is mainly related to conventional practices and with the
addition of organic matter. Some of the bacterial groups related to conservation
agriculture, are mainly the Acidobacteria and planctomycetes, groups that are favored

by environments in which there are no large amounts of nutrients phylum.

The second experimental center from which soils were studied was the
Australian Cotton Research Institute, "ACRI" located in Narrabri, Australia, and
comparing conservation agriculture practices and conventional crops in bed, a limited
number of bacterial groups associated with both types of agriculture are founded.
However, in conventional practice prevailed Actinobacteria and Acidobacteria in

conservation practice.
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1. Introduccion

1.1. Generalidades del suelo, definicion y funcion

El suelo es un cuerpo natural con tres dimensiones espaciales y una temporal,
constituidas por materia mineral y organica, en fases solida, liquida y/o gaseosa,
organizadas estructuralmente de acuerdo a la propia estructura edéafica formando
horizontes (Fig. 1), siendo O: el mas superficial, constituido principalmente por
materia organica en descomposicion, A: compuesto por materia organica mezclada
con materia mineral, E: constituido por lixiviados, B: constituido principalmente por
arcillas, hierro y aluminio, C: integrado por materia parental o roca madre
parcialmente alterada y finalmente el horizonte R: roca madre sin alterar (Arrouays et

al., 2014; IUSS, Working Group, 2015).

Fig. 2 Horizontes de un suelo estandar. Tomado
y modificado de Arrouays et al., 2014.
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Es necesario poner a consideracion que los suelos nos proporcionan comida y agua
limpia, reciclan los nutrientes, descomponen contaminantes, ademas controlan las
fluctuaciones de agua, secuestran cantidades significativas de carbono y proporcionan
habitat a una gran cantidad de especies distintas en distintos ecosistemas terrestres (Brevik

etal., 20016).

1.2. El desarrollo de la agricultura

Los suelos han estado sujetos a cambios debido a practicas agricolas desde hace
milenios. Las causas de los cambios antropogénicos de los suelos han sido complejos y de
muy diversos tipos, magnitudes, asi como en escalas tanto espaciales como temporales
(Homburg y Sandor, 2011). Se especula que después de la tltima glaciacion, el clima se
hizo propicio para el surgimiento de la agricultura, hace unos 10,000 ~ 11,000 afios atras,

en diversos puntos del planeta (Martin y Sauerborn, 2013).

La innovacion e intensificacion de la agricultura requiridé una buena disponibilidad de
agua y una organizacion social estable para poder localizar recursos ambientales (Egli et
al., 2013), por lo que también es muy importante reconocer que la adopcion de la
agricultura alterd significativamente la evolucion y desarrollo de la sociedad humana

(Gowdy y Krall, 2013).

1.3. Centros de origen de la agricultura

De acuerdo a diversas investigaciones, 11 regiones a nivel mundial han sido
consideradas como Centros de Origen de la Agricultura (Fig. 2). En la zona de América
Central, México es considerado como el centro de domesticacion del maiz (Zea mays L.),
ademas de variedades de calabazas, chiles y frijol, independientemente de las encontradas

en América del Sur, al igual que algunas especies de algodon (Gossypium hirsutum L.)

13



Fig. 2 Centros de origen de la agricultura. 1: Medio Este, 2: Norte de China, 3: Sur de China, 4:
Asia del Este, 5 y 6: América del Sur, 7: América Central, 8: América del Norte, 9: Africa del Este,
10: Africa del Norte, 11: Africa del Oeste. Tomado y modificado de Martin y Sauerborn, 2013.

Los agroecosistemas han sido considerados como los ecosistemas terrestres en los
cuales se ha aplicado la mayor cantidad de ingenieria de diversa indole (Vandermeer y
Perfecto, 2007). Para comprender la dindmica de los agroecosistemas, es necesario conocer
como las actividades antropogénicas han tenido impacto en los suelos y determinar como es

que se llevan a cabo las diferentes interacciones ecologicas en este tipo de ecosistemas

(Bull et al., 2001; Egli et al., 2013).

1.4. Degradacion de suelos agricolas

Debido a los diferentes usos que se le ha dado al suelo, entre ellos la agricultura de
manera extensiva, se ha ejercido una presion ambiental sin precedentes (Keesstra et al.,
2016), aumento en la demanda de bienes y servicios provenientes de la agricultura a costa
de una mayor utilizacion de superficie terrestre (O’Brien, 1977), y con ello, una mayor
cantidad de suelos que se estan siendo degradados (European Commission, 2002; Keesstra

etal., 2016).

14



Los sistemas agricolas intensivos basados en la mecanizacién y fertilizacion quimica,
son en esencia dafiinos al ambiente (Foley et al., 2005; Renard et al., 2013), sin embargo ha
sido dificil establecer un estado de degradacion de los suelos agricolas tomando en cuenta
un unico factor, ya que generalmente un agroecosistema deteriorado esta relacionado con
una baja en la produccion sin tomar en cuenta otros aspectos como las caracteristicas

fisicoquimicas (Lal, 1997; Squire et al., 2015).

1.5. Factores asociados a la degradacion de suelos agricolas

1.5.1. Rompimiento de la estructura del suelo

Uno de los factores fisicos mas importantes involucrados en la agricultura tradicional,
es la labranza (del latin laborare) (RAE, 2016), utilizada casi de manera ubicua en la
mayoria de los agroecosistemas con la finalidad de preparar una cama para las semillas,
incorporar fertilizantes o abonos, ademéas de eliminar malezas (Leij et al., 2002; Conant et
al., 2007). Se considera que la labranza permite el rompimiento de costras del suelo e

incrementa la superficie de contacto de los nutrientes con las semillas o la zona radicular.

La estructura del suelo conformada por macro y microagregados (Fig. 3) son factores
para que un suelo tenga una buena produccion y fertilidad, los agregados del suelo se ven
afectado negativamente cada vez que se realiza el proceso de labranza (Six et al., 2000;

Hevia et al., 2007; Tanner et al., 2016).

Particula de suelo Microagregado de suelo Estructura de suelo

!

Fertilizante @
a Materia ‘ /m
arganica . ‘
Materia )

Agregados >
Mineral

Fig. 3 Agregados del suelo. Tomado de FAO, 1985.
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Los agregados del suelo proporcionan una estructura de resistencia actuando como
proteccion fisica ante la erosion hidrica y eolica, ademés de proporcionar microambientes
propicios para que se lleve a cabo parte de la actividad microbiana, por lo que el proceso de
labranza afecta directamente a estos agregados, e indirectamente a los procesos

biogeoquimicos en el ambiente del suelo (Young y Ritz, 2000; Helgason 2010a).

1.5.2. Erosion

Un problema muy comun en suelos donde se lleva a cabo la agricultura tradicional, es
la erosidn, la cual puede ser tanto edlica como hidrica, como se menciond anteriormente
(Williams et al., 2009). La aceleracion en la erosion de los agroecosistemas es una de las
principales causas de la pérdida en la fertilidad del suelo asi como en la disminucién de la
produccion (Yan y Cai, 2015). La erosidon es un fendémeno multifactorial, ya que estd
relacionado tanto con la intensa labranza, la compactacion del suelo debido a la maquinaria

asi como por, en algunos casos, la aplicacion de herbicidas (Bisantino et al., 2015).

1.5.3. Degradacion de la materia organica

1.5.4. Materia organica del suelo

La mayor degradacion del suelo se observa como una disminucién en la materia
organica inherente a la agricultura (Homburg y Sandor, 2011), cuando el suelo es labrado,
la materia organica del suelo (SOM, por sus siglas en inglés) queda mas expuesta y se
descompone répidamente (Lal y Bruce., 1999; Datta et al., 2013), aumentando la taza de

evaporacion asi como una disminucion en los nutrientes (Ogle et al., 2003).

1.5.5. Carbono organico del suelo

El carbono organico del suelo (SOC, por sus siglas en inglés), esta considerado como
una pieza clave en la fertilidad del suelo (Reicosky, 1995; Hernanz et al., 2002), diversos
reportes indican que los sistemas agricolas intensivos reducen el SOC (Johnston et al.,
2009; Kallenbach et al., 2015), disminuye la porosidad e incrementa la densidad, como
consecuencia se reduce la infiltracion de agua, baja la aireacion, y las interacciones fisicas,

quimicas y bioldgicas se ven disminuidas (Celik, 2005; Araya et al., 2016).

16



1.5.6. Pérdida de la diversidad microbiana del suelo

Es comun observar que las alteraciones en el suelo se vean reflejadas en los
microorganismos, particularmente en bacterias, debido a la sensibilidad que tienen a los
cambios ambientales tanto naturales como antropogénicos (Yin et al.,, 2010). Las
alteraciones en la calidad del suelo, estan normalmente acopladas con los cambios en la

estructura de la comunidad bacteriana (Kennedy y Smith, 1995).

Diversos estudios han demostrado que las practicas agricolas donde se disminuye la
labranza, retienen mayor cantidad de materia organica y mejora la estructura en
comparacion con sistemas convencionales (Bauer y Black, 1981; Rasmussen y Collins
1991; Paustian et al., 1997; Ozpinar y Cay, 2006; Melero et al., 2011), han sido reconocidas
como métodos efectivos para controlar la erosion de los suelos (Lal et al., 2007; Derpsch et
al., 2010; Prasuhn, 2012), y han permitido ahorros en costos econdomicos y energéticos

(Grabowski et al., 2014).

1.6. Agricultura de Conservacion a nivel mundial

Los antecedentes de la agricultura de conservaciéon (AC), provienen de practicas
como labranza de conservacion (CT, Conservation Tillage, por sus siglas en inglés), en las
cuales se engloban la no labranza (NT, No Tillage, por sus siglas en inglés) y labranza
reducida (RT, Reduced Tillage, por sus siglas en ingles) (CTIC, 1994; Gonzalez-Sanchez et
al., 2015).

Este tipo de practicas surgieron como una respuesta a los efectos en la “Cuenco del
Polvo” en 1930, localizada en gran parte de la region americana del norte y centro de los
Estados Unidos de América y los estados del Norte de México, regiones en las cuales
prevalecid una fuerte erosion de los suelos, creando grandes nubes de polvo arrastradas
miles de kildmetros por los fuertes vientos (Lorentz, 1936; Baveye et al., 2011; Gonzalez-

Sanchez et al., 2015).
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Son consideradas agrociencias emergentes (Hobbs et al., 2008; Lichtfouse et al.,
2010; Gonzalez-Sanchez et al., 2015), con el objetivo principal de preservar los suelos en
condiciones semi-naturales, minimizando las perturbaciones por los cultivos (Kertez, 2004;

Oicha et al., 2010)

En el afio de 1935 se implementaron y expandieron rapidamente practicas de
disminucion de labranza en distintas zonas de cultivo de los Estados Unidos de América
por el servicio de Conservacion de Suelos de ese pais (Hill et al., 1994). En algunos paises
del norte de Europa, experimentaron dafios por excesiva labranza en suelos hiimedos,
ademas de una disminucion de la actividad agricola en zonas rurales, motivo por los cuales
comenzaron a implementar la reduccion de la labranza, encabezada por Alemania, Holanda

y el Reino Unido (Baeumer, 1970, Christian, 1994; Gonzalez-Sanchez et al., 2015).

En distintas regiones de Asia Central, parte de lo que alguna vez fue la Unién
Soviética, se han estado implementado practicas de AC desde hace unos 20 afios. Los
motivos han sido diversos, entre los que destacan los altos costos de fertilizantes, la
degradacion de los suelos, escases de métodos de irrigacion y lo impredecible que se ha
vuelto el clima en esas zonas. La motivacion a cambiar a este tipo de agroecosistemas ha
sido por la evidencia encontrada en paises africanos, en los cuales han encontrado mejoras
econdmicas, ecologicas e incluso sociales (Giller et al., 2009; Kassie and Zikhali, 2009;

Kienzler et al., 2012).

En lo que respecta al continente africano, desde el afio 1990 aproximadamente, ha
existido un incremento sustancial en la adopcion de sistemas agricolas basados en la AC,
principalmente en la zona sur del continente Africano. (Stihole et al., 2016). La motivacion
de adoptar este tipo de agroecosistemas en el continente se basa en el aumento exponencial
de la poblacion asi como la escases de agua (United Nations, 2009; Sithole et al., 2016) y
en los rendimientos observados tanto en América como en Australia (Kassam et al., 2009;

Thierfelder et al., 2013).
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Se estima que en Australia, alrededor de un 80% de las zonas agricolas con irrigacion
estan compuestas por suelos pobres en nutrientes y con alta salinidad, lo que genera suelos

de estructura fragil, muy susceptibles a la erosion (Ghosh et al., 2010).

En las regiones aridas y semidridas del este de Australia, las precipitaciones son
inadecuadas para la demanda del cultivo de algodon (Gossypium hirsutum L.), por lo que el
uso eficiente del agua ha motivado a gran parte de los productores de algodon a la adopcion
de practicas agricolas sostenibles basadas en la AC, asi como por la mejora de nutrientes en

los suelos (Hulugalle et al., 2004; Tennakoon y Hulugalle, 2006; Hulugalle et al., 2010).

1.6.1. Agricultura de Conservacion en México

En gran parte de la zona subtropical del centro de México, se realiza la agricultura
tradicional (labranza, monocultivo y remocion de residuos), con maquinaria o traccion
animal, que en combinacion con los fuertes vientos de la zona y las lluvias irregulares, deja

a los suelos propensos a ser degradados (Sayre et al., 2001; Govaerts et al., 2008a)

Desde el afio 1991, el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT), ha mantenido y desarrollado un ensayo de largo plazo en la localidad de “El
Batan, en el estado de México, con la finalidad de evaluar y refinar las practicas agricolas
sostenibles basadas en la AC (Govaerts et al., 2006; Rivers et al., 2016), mientras que en la
zona norte de México también se cuenta con otro centro experimental denominado como
Centro Norman E. Borlaug (CENEB) para apoyar en la adopcion de practicas sostenibles

en zonas aridas a semi-aridas de México (Verhulst et al., 2010).
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Fig. 4 Localizacion del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, CIMMYT, ubicado
en Texcoco de Mora, Estado de México, México. Tomado de Google Maps, 2016.

1.6.2. Siembra en plano y en camas

En condiciones de cultivos por temporal donde se aprovecha el riego natural, los
cultivos se siembran generalmente en parcelas que no presentan ninguna elevacion en la
linea de siembra, denominadas parcelas en plano (Figs. 5 y 7), mientras que los cultivos
que presentan una elevacion de la linea de siembra con respecto al nivel del suelo se

denominan “en camas” (Figs. 7 y 8) (Aquino, 1998).

Los cultivos en camas es comun encontrarlos en regiones aridas o semidridas, y en la
actualidad ha sido ampliamente adoptado por una gran cantidad de productores agricolas en
gran parte noroeste de México, ya que este sistema facilita el cultivo mecénico y es una
buena alternativa para el aprovechamiento del agua, reduciendo el anegamiento de la zona

radicular y la erosion hidrica (Aquino, 1998; Sayre, 2004)
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La AC tiene la flexibilidad de poder ser aplicada tanto en cultivos en plano como

cultivos en camas (denominadas Camas Permanentes cuando se aplica agricultura de

conservacion) (Majeed et al., 2015; Ramirez-Villanueva et al., 2015).

Fig. 7 Esquema de parcela en plano Fig. 8 Esquema de parcela en cama

1.7. Generalidades de la AC

La AC ha sido ampliamente recomendada por los aspectos positivos siguientes;
incrementa la produccion, reduce la degradacion del suelo y disminuye la erosion tanto
edlica como hidrica (FAO, 2001; Thierfelder y Wall, 2010; Powlson et al., 2016), permite
que los agroecosistemas tengan una produccion sostenible (Pretty, 2008; Ling-Ling et al.,
2011), reduce los costos de produccion (Kienzler et al., 2012), ademés de promover suelos

con buenas cualidades fisicas, quimicas y bioldgicas (Dendooven et al., 2012).

21



1.7.1. Principios basicos de la AC

En los agroecosistemas con AC (Fig. 9), no sélo se hace énfasis en la disminucion o
eliminacion de la labranza, es considerada una practica aun mas completa que involucra
tres principios basicos; 1) minimo movimiento del suelo reduciendo o eliminando la
labranza, 2) cobertura racional de la superficie del suelo, 3) rotacion de cultivos

econdmicamente viables (Govaerts et al., 2009; Araya et al., 2012).
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Fig. 9 Suelo con Agricultura de Conservacion. El Batan, Texcoco, Estado
de México, México. Sin labranza, rotacion trigo-maiz, cobertura.
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1.7.2. Labranza o no labranza

En contraste, las practicas agricolas que llevan a cabo labranza de conservacion
(minima o sin labranza) tienen un efecto en el incremento del carbono organico en la capa
superficial del suelo (Six et al., 2000). Otro aspecto a considerar en los sistemas donde no
se realiza labranza, es la mejora en la capacidad de infiltracion de agua en comparacioén con

suelos con practicas convencionales con labranza (Paltineanu y Starr, 2000).

1.7.3. Rotacion de cultivos
Esta practica ha sido una opcion en el control de patogenos originados en los suelos
(Kirkegard y Sarward., 1998; Lazarovits, 2010), ademas de que se ha observado una

disminucién en las enfermedades que afectan a ciertos cultivos (Bernard et al., 2011). En
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otros estudios, la rotacion y el intercalado de cultivos comenz6 a realizarse para controlar
infestaciones por insectos, ademds de reducir problemas causados por malezas invasoras

(Zentner et al., 2002; Plourde et al., 2013).

La rotacion de cultivos y la adicion de materia organica, ha mostrado tener éxito en el
control de algunas enfermedades tanto en los suelos como en plantas cultivables, debido a
un aumento en la actividad microbiana, lo que origina la competencia por la disponibilidad
de nutrientes entre patogenos de las plantas y los microorganismos benéficos, los cuales
reducen la disponibilidad de nutrientes y en consecuencia a los patdogenos potenciales

(Hoitink y Boehm, 1999; Noble y Coventry, 2005; Yao et al., 20006).

1.7.4. Retencion de residuos

La retencion de residuos en la superficie del suelo como un mantillo puede
incrementar la cantidad de SOM, y de manera sinérgica con la mineralizacion de los
fertilizantes se puede aumentar la biomasa de los cultivos, subsecuentemente, la materia

organica es reincorporada al suelo (Bationo et al., 2007; Paul et al., 2013).

La taza de descomposicion de los residuos varia significativamente dependiendo de la
localizacion, la distribucion asi como del tamafio de los mismos (Khalid et al., 2000;
Alvararado, 2006; Repullo et al., 2012), aunado a lo anterior, algunos estudios sugieren que
la retencién de residuos reduce el tiempo de labor al minimizar el desarrollo de ciertas

malezas (Mashingaidze et al., 2012).

1.8. La microbiologia del suelo

Hace varias décadas, los microorganismos recibian poca atenciéon en los textos de
biologia, eran ignorados por la mayoria de los bidlogos y practicamente desconocidos al
publico en general. Antes del desarrollo de los métodos de secuenciamiento gendmico, era

muy dificil conocer las relaciones que conectaban al arbol de la evolucion (Pace, 1997).
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En gran medida, en un gramo de suelo es posible encontrar cientos de miles de taxas
distintos bacterianos, predominando como biodiversidad del suelo. Buena parte de la
relacion entre la estructura microbiana y las funciones del suelo contintan sin ser del todo
conocidas (Torsvik and @vreds, 2002; De Vries et al., 2013), a pesar de ser un componente
crucial del suelo en los ciclos biogeoquimicos, mineralizando la materia organica y
proporcionando nutrientes para el desarrollo de las plantas (Bardgett et al., 2008;

Kaisermann et al., 2013).

Los microorganismos del suelo tienen participacion clave en los cambios que ocurren
en el carbono del suelo, mineralizando-inmovilizando la materia orgénica existente en el
suelo (Breulman et al., 2014). La diversidad y dindmica microbiana determina la salud del
suelo, considerada altamente relevante en el desarrollo o supresion de enfermedades en

diversos cultivos (Garbeva et al., 2004).

1.8.1. Importancia de la microbiologia en la Agricultura de Conservacion

La biota del suelo es el mayor componente de los agroecosistemas, teniendo
participacion clave entre la captura y reciclaje de nutrientes, almacenando SOM
controlando la estructura fisica del suelo, teniendo sinergias con la vegetacion y produccion
de cultivos (Jouquet et al., 2006; Carpenter et al., 2007; Forey et al., 2011; Pongue et al.,
2013).

Los microorganismos del suelo y los procesos biogeoquimicos en los que se
encuentran involucrados son fundamentales para los agroecosistemas a largo plazo (long-
term experiments) (Yeates et al., 1999; Shi et al., 2012). Las comunidades microbianas del
suelo, estan fuertemente influenciadas por las propiedades fisicoquimicas del suelo, tales
como el pH, contenido de carbono y de nutrientes, mientras que en las practicas agricolas,
las diferentes comunidades de microorganismos pueden verse afectados de manera positiva
o negativa dependiendo de las diferentes practicas de manejo (Seneviratne, 2009; Li et al.,

2014).
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Se ha documentado que en los agroecosistemas en los cuales no se realiza labranza,
se mejoran las relaciones ecoldgicas entre plantas, suelo y microorganismos en
comparacion con practicas agricolas convencionales (Marinari et al., 2006; Nivelle et al.,
2016), sin embargo, los efectos combinados de estos sistemas agroecoldgicos con la
relacion fisicoquimica asi como bioldgica han recibido poca atencion (Acosta-Martinez et
al., 2011), ain cuando agroecosistemas sin labranza muestran aumento en la actividad

enzimatica asi como en la diversidad y abundancia microbiana (Mathew et al., 2012).

Ademas de la SOM, también debe de considerarse las interacciones microbianas
como un componente dindmico y pieza clave de la calidad del suelo (Islam y Weil, 2000;
Ding et al., 2011; Aziz et al., 2013). De acuerdo a Kennedy y Papendick, (1995) y Aziz et
al., (2013) los suelos de mejor calidad, son mas activos bioldgicamente, ademas tienen
poblaciones microbianas balanceadas, componiéndose principalmente de microorganismos

degradadores que puedan mineralizar material organico y liberarlo en su entorno.

El sostenimiento de la biomasa microbiana del suelo (SMB, por sus siglas en inglés)
es fundamental para el desarrollo de agroecosistemas sostenibles, ya que es un reflejo de la
cantidad o almacenamiento de algunos nutrientes como C, N, P y S, ademés de la SOM
(Carter et al., 1999; Sithole et al., 2016). Se ha observado que la SMB contribuye a la salud
del suelo, actuando como antagonistas de potenciales patdgenos y por lo tanto suprimiendo

el riesgo de enfermedades en algunos cultivos (Weller et al., 2002; Sithole et al., 2016).

La descomposicion de los residuos agricolas es llevada a cabo principalmente por
microorganismos del suelo, esta descomposicion es afectada por diversos factores, entre los
que destacan la textura del suelo, la composicion de los residuos e inclusive el clima (Chen
et al., 2017), esta descomposicion de manera general, la comienzan diversas comunidades
bacterianas a la que le prosiguen distintos tipos de hongos microscépicos. (Poll et al., 2008;

Marschner et al., 2011; Chen et al., 2017)
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1.8.2. Exploracion de la Microbiologia de 1a Agricultura de Conservacion

En algunos casos, las propiedades de los microorganismos del suelo han sido
reportadas como indicadores constantes de los cambios generados en la calidad del suelo
(Jeffery et al., 2010). Entre algunos de los indicadores que han sido utilizados se encuentra
la biomasa microbiana, contenido de ATP, taza de nitrificacion, actividad enzimatica y

fisiologia de las comunidades microbianas (Garbisu et al., 2011).

Una meta de interés en el estudio de la ecologia microbiana, es comprender los
factores que controlan la variaciéon en la composicion y distribucion de las comunidades
bacterianas (Hanson et al., 2012), que en conjunto con las caracteristicas funcionales de los
diferentes taxa, pueden realizarse proyecciones de los cambios en los gremios bacterianos

causados por los agroecosistemas (Ferrier et al., 2007; Landesman et al., 2014).

En la altima década, una amplia variedad de herramientas moleculares han extendido
el conocimiento de la diversidad y composicion de las comunidades microbianas que
componen el suelo, herramientas como electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE, por sus siglas en inglés), identificacion de 4acidos grasos y grandes avances
significativos han sido posibles mediante andlisis de secuenciamiento de DNA, ya sea
analizando metagenomas o el secuenciamiento de genes en especifico como 16S rRNA

(Peixoto et al., 2006; Helgason et al., 2010b; Delmont et al., 2012; Souza et al., 2013).

La aplicacion de metodologias moleculares como el etiquetado (metabarcoding),
permite la caracterizacion de OTU’s marcando fragmentos especificos de ciertos genes. La
estrategia general consiste en, i) Extraccion de DNA del suelo, ii) Amplificacién de una
secuencia especifica del DNA de eleccion, iii) Secuenciamiento del DNA amplificado, iv)
Analisis de secuencias utilizando una estrategia bioinformatica y v) Asignaciones
taxondmicas o identificacion de los microorganismos y su asociacion con los patrones
requeridos. Esto se ha convertido en un procedimiento de andlisis rapido de las
comunidades microbianas que se encuentran poblando los suelos y explorar las

interacciones que se llevan a cabo en los suelos (Roesch et al., 2007; Orgiazzi et al., 2013;
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Simon y Daniel, 2011). El etiquetado de DNA en la exploracion de comunidades
bacterianas del suelo, representa oportunidades sin precedentes para monitorear la

biodiversidad en los distintos agroecosistemas (Orgiazzi et al., 2015).
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2. Justificacion

La agricultura de conservacion es una técnica alternativa que a diferencia de las
practicas convencionales, promueve un suelo sano y un desarrollo agricola sostenible. Sin
embargo, es importante conocer los gremios bacterianos presentes en este tipo de suelo,
otorgarles un valor prospectivo y asociar la diversidad y la funcionalidad bacteriana de un
suelo sostenible en el caso de la agricultura de conservacion y de un suelo altamente
perturbado en el caso de la agricultura convencional. Ademas, los suelos agricolas del
altiplano mexicano, comparten caracteristicas con muchos otros paises productores de
granos en el mundo, por lo que su estudio, puede ayudar a la comprension de la

microbiologia asociada a estas practicas.

El grupo de trabajo se ha caracterizado por la colaboracién con una gran gama de
centros de investigacion y universidades, una de las instituciones que nos brind6 su valioso
apoyo para la realizacion del presente trabajo, fue el Centro Internacional de Mejoramiento

de Maiz y Trigo (CIMMYT Int.), localizada en México.

Se pudo contar con muestras de suelos agricolas con practicas contrastantes, tanto del
altiplano mexicano por parte de CIMMYT, importante zona productora de maiz, asi como
de suelos de la zona productora de algodon del Este de Australia por parte del Centro de
Investigacion Australiano del Algodon (ACRI, por sus siglas en inglés). Es asi como se
logro la realizacion de dos experimentos para esta tesis, que tienen como base, la

agricultura de conservacion en distintas modalidades y la practica convencional.

A continuacion, se describe en dos capitulos los experimentos que se realizaron para

cumplir con los objetivos del presente trabajo.
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3. Hipaotesis
Sera posible asociar grupos bacterianos con base en su abundancia relativa, a las
distintas practicas de manejo agricola durante las dinamicas de degradacion de residuos, en

una incubacidn aerobia.

4. Objetivo general
Determinar como son afectados los gremios bacterianos presentes en las dindmicas de

degradacion por la adicion de sustratos agricolas, rastrojo, fibra de maiz y amonio.
4.1. Objetivos especificos
- Identificar y comparar los gremios bacterianos que componen los tratamientos de

AC con los presentes en las PC en las dindmicas de degradacion de sustratos agricolas.

- Correlacionar los factores fisicoquimicos con la diversidad microbiana presente en

los distintos tratamientos agricolas.
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5. Capitulo 1

5.1. Estudio de las comunidades bacterianas en suelos agricolas con Agricultura
de Conservacion y Practica Convencional del Centro Internacional de Mejoramiento

de Maiz y Trigo (CIMMYT Int.).

5.2. Antecedentes

Los antecedentes directos de este capitulo, estan relacionados con la evaluacion de
poblaciones microbianas realizada por Govaerts y col., en 2008b, a partir de suelos
agricolas bajo agricultura de conservacion y practicas convencionales de la estacion
experimental del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, localizada en la
comunidad de “El Batan”, Texcoco de Mora, Estado de México. En este ensayo se realizd
el cultivo en placa de diversos grupos microbianos; cuenta total bacteriana, Pseudomonas
fluorescentes, actinomicetos, cuenta total de hongos y Fusarium spp., a partir de muestras
de suelo bajo agricultura de conservacion con y sin retencion de residuos, asi como con
monocultivo o rotacidon trigo-maiz, ademéis de muestras de suelo con practicas
convencionales con y sin retencion de residuos, asi como con monocultivo o rotacion

trigo-maiz.

El andlisis de los resultados mostro que, la retencion de residuos incrementa las
poblaciones microbianas del suelo que favorecen el desarrollo de cultivos y que tienen el
potencial de suprimir microorganismos patogenos. Cuando no se realiza labranza, y se
retienen residuos, es posible observar un incremento de las poblaciones microbianas que
favorecen el desarrollo de poblaciones benéficas para el cultivo en comparacidon con suelos
bajo practicas convencionales. La eliminacion de la labranza por si sola, no favorece en
aumentar la calidad del suelo, pero si existe un efecto benéfico en combinacion con la
retencion de residuos, ademds de propiciar el desarrollo de microorganismos antagonistas

de patdgenos para los cultivos.
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En el altiplano mexicano, aplicar una practica agricola sustentable, sin labranza, con
rotacion de cultivos y retencion de residuos tiene efectos positivos en comparacion con una

practica convencional.

Otro de los antecedentes al presente proyecto, es el realizado por Ceja-Navarro y
col., en 2010. En este estudio se realizo el analisis filogenético de los efectos que tiene la
labranza y manejo de residuos sobre las comunidades bacterianas de suelos bajo agricultura
de conservacion asi como practicas convencionales con diferentes configuraciones, ya sea
reteniendo o removiendo los residuos y realizando monocultivo o rotacién entre cultivos de

trigo-maiz.

Este proyecto se realizod en los mismos suelos descritos anteriormente por Govaerts y
col.,, en 2008. Para este ensayo se realiz6 la extraccion de DNA total del suelo,
posteriormente se amplifico, clono y secuencio el gen 16S rRNA, finalmente se realizd un

analisis filogenético multivariado.

El analisis de resultados mostr6 que, los suelos donde no se realiza labranza y se
retienen los residuos en la superficie del suelo, presentaron los mayores niveles de riqueza
y diversidad de especies. Algunos grupos benéficos para los cultivos, especificamente,
Pseudomonas spp. y Burkholderiales son favorecidos por la retencion de residuos, y se

afectan negativamente por la remocion de éstos.

Practicas agricolas donde no se realiza labranza, ya sea removiendo o no los residuos
de la superficie del suelo, beneficie especificamente al orden bacteriano de los Rhizobiales,
entre los que se encuentra Methylosinus spp. una bacteria con actividad metanotrofa. La
conclusion de este ensayo hace énfasis en que la agricultura de conservacion puede mejorar

y preservar la diversidad de las comunidades bacterianas de los suelos agricolas.

Posteriormente en 2013, Navarro-Noya y col. realizaron secuenciamiento mediante

pirosecuenciacion 454 y analisis filogenético del gen 16S rRNA, a partir de muestras de

31



suelo con practicas agricolas contrastantes, entre agricultura de conservacion y practicas

convencionales de los suelos descritos anteriormente por Govaerts y col., en 2008b.

Los resultados de esta investigacion mostraron que la abundancia relativa de
Actinobacteria, Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria estdn influenciadas por la
labranza asi como por el contenido te carbono y de arcillas en el suelo. El manejo de los
residuos tiene un profundo efecto en la estructura de las comunidades bacterianas,
principalmente en Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Cyanobacteria y Gemmatimonadetes.
Cuando no se realiza labranza, las comunidades bacterianas son mas afectadas positiva o
negativamente dependiendo del manejo de residuos en comparacion con la practica agricola
en la cual se realiza labranza. En este ensayo se determind que la rotacidon de cultivos no

influye en la estructura de la comunidad bacteriana.

Otro de los antecedentes directos del presente proyecto, es el referente al trabajo
realizado por Jiménez-Bueno y col., en 2016. En este trabajo se realizo una exploracion de
las especies de bacterias indicadoras, que pueden encontrarse en suelos que estén bajo

régimen de agricultura de conservacion y de practicas convencionales.

En el ensayo de Jiménez-Bueno, se utilizaron suelos agricolas con agricultura de
conservacion y agricultura convencional, pero en parcelas en camas, ya que estos suelos
proceden del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, Norman E. Borlaug

(CENEB), ubicado en Ciudad Obregon, Sonora, México.

Las parcelas en camas tienen tratamientos muy similares a los que se llevan a cabo en
parcelas en plano en los suelos de la localidad de “El Batan”, presentan combinaciones de
cobertura de residuos, de labranza, de rotacion y ademas de fertilizacion. Las muestras para
la extraccion de DNA total procedieron de estos suelos, para posteriormente y de manera
similar a Navarro-Noya y col., en 2013, realizar el secuenciamiento por pirosecuenciacion

454 y analisis filogenético del gen 16S rRNA. Posteriormente se realizaron analisis de
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especies indicadoras, asi como explorar la estructura de la comunidad bacteriana que

componen estos suelos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, a nivel de filo, los distintos tratamientos
agricolas no afectan la estructura de la comunidad bacteriana. Sin embargo, algunos taxas
bacterianos involucrados en procesos del ciclo del nitrogeno es posible catalogarlos como
especies indicadores, tal es el caso de Azorhizobium, Nostoc y Nitrosomonas. Ademas, un
gran numero de OTU’s son indicadores para camas convencionales (practica convencional)
y afectadas de manera significativa por el contenido de carbono organico. La labranza
realizada en parcelas en camas, afecta principalmente a las bacterias asociadas a la

descomposicidon de materia organica, de manera especifica a Actinobacterias.

Finalmente, Chavez-Romero y col., en 2016, utilizaron suelos agricolas de parcelas
en camas con practicas contrastantes del centro experimental CENEB, para explorar como
es que la estructura de las comunidades bacterianas se ve modificada por la adicion de
residuos agricolas a nivel laboratorio. Para realizar este trabajo, se tomaron muestras de
camas convencionales (practica convencional) con residuos incorporados en el suelo, y
camas permanentes (agricultura de conservacion) con los residuos quemados o retenidos en
la superficie, ademas se realizaron combinaciones con distintas tazas de fertilizacion. Los
suelos se colocaron en jarras de incubacion a nivel laboratorio y se les adicion6 rastrojo de
maiz o FDN, hasta por 56 dias en condiciones aerobias. A diferentes dias se realiz6 la
extraccion de DNA total y posteriormente el secuenciamiento por pirosecuenciacion 454 y

el analisis filogenético de los distintos dias.

De acuerdo a los resultados, las distintas tazas de fertilizacion y el manejo de residuos
tienen efecto en ciertos taxas bacterianos como Nitrosovibrio. A nivel de género, la
labranza y manejo de residuos son los factores que definen las diferencias estadisticas entre

grupos degradadores de materia orgénica.

Tabla 1. Resumen de los antecedentes directos
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Autor y afio

Titulo

Conclusiones

Govaerts et al.,
2008

Long-term  consequences  of
tillage, residue management, and
crop rotation on selected soil
micro-flora  groups in  the
subtropical highlands.

Al hacer el anélisis microbiano mediante
cuenta en placa se encuentran grupos
bacterianos  benéficos, tales como
Pesudomonas y Actinomycetes, los cuales
tienen asociacion como control de
patégenos asi como productores de
metabolitos celuloliticos o ligninoliticos
en las practicas de AC.

Ceja-Navarro et
al., 2010

The effect of different tillage
and residue management
practices on soil bacterial
communities: Phylogenetic and
multivariate analyses.

Se realiza la reconstruccion filogenética
mediante clonacion del gen 16S rRNA,
encontrandose que en la AC se encuentran
grupos bacterianos benéficos para la
agricultura, tales como fijadores de
nitrogeno y controladores de patégenos.

Navarro-Noya et
al., 2013

Relative impacts of tillage,
residue management and crop-

Mediante pirosecuenciacion del gen 16S
rRNA de tratamientos agricolas en plano,

rotation on soil bacterial se encuentra que la labranza y el manejo
communities in a semi-arid de residuos son los principales factores
agroecosystem. involucrados en los cambios de las
comunidades bacterianas.
Chavez-Romero 16S  metagenomics reveals Se realizan dinamicas de degradacion de

etal., 2016

changes in the soil bacterial

community driven by soil
organic C, N-fertilizer and
tillage-crop residue
management.

sustratos en suelos con AC y PC, y se
encuentran grupos distintos en las
practicas agricolas.

Jiménez-Bueno
et al., 2016

Bacterial indicator taxa in soils
under  different  long-term
agricultural management.

Mediante pirosecuenciacion del gen 16S
rRNA de tratamientos agricolas en camas,
se encuentra que la tasa de fertilizacion es
un factor decisivo que dirige la estructura
de la comunidad bacteriana en suelos con
ACyPC.

Con base en los antecedentes anteriores, se realizaron diversas incubaciones aerobias
para explorar la diversidad bacteriana involucrada en la degradacion de sustratos agricolas,
rastrojo de maiz, fibra detergente neutro de maiz (FDN), aplicados a suelos agricolas con
practicas contrastantes, Agricultura de Conservacion en plano y camas, y Practica
convencional en plano y camas, con o sin rotacion de cultivos (trigo-maiz) y con o sin

retencion de residuos, en un lapso de 28 dias en condiciones aerobias a nivel laboratorio.
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Muestreo de

suelo
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sustratos
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de mineralizacion DNA total
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Amplificacion
165 rENA

Pirosecuenciacion

Analisis “pipeline”

Analisis SAS, R
QlIME *

Fig. 10 Diagrama general de trabajo. * Pipeline: Flujo de informacion o secuencia de informacion

El diagrama general de trabajo comprende de manera resumida, el muestreo de suelo
de distintos puntos formando una muestra compuesta, posteriormente la caracterizacion
fisicoquimica del suelo. Una vez caracterizado el suelo, el desarrollo de las dinamicas de
degradacion de sustratos en condiciones aerobias, la toma de muestras a los dias
establecidos y los andlisis correspondientes a la mineralizaciéon de carbono y nitrogeno,
ademas de la toma de muestra de suelo para la extraccion de DNA total y la posterior
amplificacion de la porcion correspondiente al gen 16S rRNA, una vez amplificado,
purificado y cuantificado, se constituyeron las librerias correspondientes para su
secuenciamiento por la plataforma de pirosecuenciacion 454 de Roche® y los analisis
correspondientes mediante la plataforma informatica de acceso libre QIIME desarrollada
por Caporaso y col., en 2010, asi como diversos analisis estadisticos mediante el software

SAS version 6.0., (1989).

6. Materiales y Métodos

35



6.1. Sitio experimental

El sitio experimental se encuentra en la localidad de “El Batan”, en el municipio de
Texcoco de Mora, Estado de México, México, en las instalaciones del Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo, CIMMYT (Fig. 11), en el altiplano central, a una altura
promedio sobre el nivel del mar de 2240 m, con localizacién geografica 19.31° N, 98.50° O.
Con una temperatura maxima promedio de 24° C y una minima de 6° C, con una
precipitacion pluvial anual de 625 mm. El suelo se esté clasificado como Haplic Phaeozem
(Calico), de acuerdo al sistema de referencia mundial (IUSS Working Group WRB, 2015),
o como una mezcla fina, Haplustoll Cumulic térmico de acuerdo al sistema de clasificacion

de taxonomia de suelos de la USDA (Soil Survey Staff, 2003; Govaerts et al., 2008b).

Fig. 11 Localizacion del sitio de muestreo, CIMMYT. Tomada de GoogleMaps ® 2016
6.2. Tratamientos muestreados del sitio experimental
Los suelos utilizados para este ensayo se colectaron de dos experimentos en campo

de riego por temporal, el resumen de los experimentos se puede encontrar en la Tabla 2. El

primero de los experimentos en campo comenzd en 1991. En este experimento, las plantas

36



son cultivadas en parcelas en plano, y se utilizaron dos tratamientos de este experimento,

Practica Convencional (PC) y Agricultura de Conservacion (AC).

El tratamiento de PC estd integrado por labranza convencional, monocultivo y
remocion de los residuos, mientras que el tratamiento de AC esta integrado por rotacion de
cultivos entre trigo (7riticum aestivum L.) y maiz (Zea mays L.), retencion de residuos en la
superficie del suelo y eliminando la labranza (Govaerts et al., 2008b). El suelo estaba
siendo cultivado con maiz cuando se realizo el muestreo. Cada parcela tiene una longitud

de 22 m y un ancho de 7.5 m.

El segundo experimento que se muestred para este ensayo comenzd en 1999, donde
las plantas son cultivadas en parcelas en cama, cada parcela tiene una dimension de 20 m X
6.5 m. Se tomaron dos tratamientos de este experimento, Camas Convencionales (CB, por
sus siglas en inglés) y Camas Permanentes (PB, por sus siglas en inglés). El tratamiento de
CB esta compuesto por monocultivo, incorporacion de los residuos en el suelo a través de
labranza convencional y reformacion de camas cada cultivo, mientras que el tratamiento de
PB esta integrado por la rotacion de maiz y trigo, retencion de residuos en la superficie y la
reformacion de camas solo cuando es necesario (Patifio-Zuiiga et al., 2009). El suelo estaba

siendo cultivado con maiz cuando fue realizado el muestreo.

Los suelos son fertilizados con urea de acuerdo a los estandares recomendados, a una
taza de 150 kg N ha™!. La fertilizacion se realiza antes de la siembra tanto en las parcelas en
plano como en cama. Se utilizan herbicidas o pesticidas s6lo cuando es necesario. El maiz
se siembra a una taza de 75,000 plantas ha™!, mientras que el trigo es a una taza de 100 kg

de semilla ha™'.

Tabla 2. Resumen de los tratamientos incluidos pertenecientes a “El Batan”
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Cultivos en plano Cultivos en cama
Préctica Agricultura de | Camas Camas
Convencional (PC)  Conservacion (AC) | Convencional (CB)  Permanentes
(PB)
Inicio 1991 1991 1999 1999
Cultivo  Maiz Maiz-Trigo Maiz-Trigo Maiz-Trigo
(Rotacion)
Residuo  Removido del suelo  En la superficie del | Incorporado a través En la superficie
suelo de labranza del suelo
Labranza Labranza Sin  labranza, el | Labranza Sin labranza, las
convencional, suelo se perturba | convencional camas se
mediante un disco a Unicamente en la | mediante un disco reforman
una profundidad de siembra para reformar camas  Unicamente
30 cm cuando es
necesario

6.3. Muestreo de suelo

El muestreo de suelos se realizd en octubre de 2012, entre las dos primeras lineas de
siembra (Fig. 12), en cada parcela (n = 2), por cada tratamiento (n = 4). Se tomaron 20
muestras de cada parcela, de la capa superficial que va de 0 a 20 cm, mediante una barrena
de 2 cm de diametro, obteniendo una muestra compuesta de cada parcela (n = 8). La

materia orgdnica superficial, se removio antes de realizar el muestreo.

Tratamiento ¢ dos parcelas
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Fig. 12 Muestreo de suelos por tratamiento

6.4. Cultivo de maiz y fraccionamiento del residuo
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Se utiliz6 una camara de acrilico de 105 1 para el cultivo de las plantas de maiz. La
superficie de la semilla de maiz se esterilizd con hipoclorito de sodio 1.5% (v/v) por 12 y se
lavé posteriormente con agua destilada estéril. se germinaron en placas con agar agua 0.8%
y se incubaron en obscuridad a 28 °C para inducir la etiolacién. Las semillas con raiz de
aproximadamente 2 cm fueron colocadas en la camara de acrilico con vermiculita estéril
libre de carbono y humedecidas con solucioén nutritiva Steiner (1961). Después de 15 dias,
las plantas fueron cosechadas, puestas a secar y caracterizadas. El contenido de N total del
rastrojo fue de 34 g/kg, mientras que el contenido de C fue de 422 g/kg. El contenido de N
de la fraccion fibrosa fue de 19 g/kg, y el contenido de C de 405 g/kg.

Para el fraccionamiento de las plantas de maiz se realizd de acuerdo al método de
Van Soest (Van Soest, 1963; Van Soest y Wine, 1967). La porcion soluble del rastrojo de
maiz es removido con una solucién caliente de detergente neutro, dejando inicamente la
porcién fibrosa (FDN) que contiene los constituyentes de la pared celular (hemi)celulosa

mas lignina.

6.5. Disefio experimental e incubacion aerobia

El suelo colectado fue llevado al laboratorio, parte de este fue secado para ser
caracterizado, mientras que el resto se ajusto al 40% de la capacidad de retencion de agua
(WHC., por sus siglas en inglés) con agua destilada y preincubado por siete dias. Se
colocaron en tambos de 70 | conteniendo una jarra (1-1) con NaOH 1M para capturar el CO>
emitido, ademas de una jarra con agua destilada (5-1) para prevenir la desecacion en la
preincubacion. Las muestras de suelo se analizaron para contenido de carbono y nitrogeno,
conductividad electrolitica (EC), pH, textura y capacidad de retencién de agua (WHC, por
sus siglas en inglés) de acuerdo a lo descrito por Aguilar-Chavez et al., (2012). Se incluye
una breve descripcion del procedimiento para las determinaciones de pH, EC, textura,
capacidad de retencion de agua y carbono organico total en la seccidbn anexa de

determinacion de caracteristicas fisicoquimicas de este documento.
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Se utilizaron 15 submuestras de cada tratamiento, de 20 g cada una, las cuales se
adicionaron a frascos de 120 ml y se les aplicaron 3 tratamientos, i) Tratamiento control, ii)
Tratamiento rastrojo y iii) Tratamiento FDN. La cantidad de residuo aplicado, fue tal que se
agregaron 2 g C/kg de suelo para los tratamientos FDN y rastrojo de maiz. Cada frasco fue
colocado en una jarra (1-1) conteniendo un frasco de 25 ml con 20 ml de NaOH 0.5M para
capturar el CO; emitido, ademas de contener 25 ml de agua para evitar la desecacion
durante la incubacion. Después de 0, 1, 3 7, 14, 28 y 56 dias, las jarras fueron abiertas, los
frascos con NaOH 0.5M fueron tomados para en andlisis de CO> (Jenkinson y Powlson,
1976). El suelo fue removido del frasco contenedor y 6 g de este fueron tomados para la
extraccion de DNA como se describe posteriormente, mientras que el resto fue extraido
para el andlisis de N mineral (NH4", NO2" y NO3") con 100 ml de K2SO4 0.5M y analizado
mediante un analizador automatico San Plus System-Skalar (Skalar, Breda, the

Netherlands) (Mulvaney, 1996).

6.6. Extraccion de DNA y amplificacion del gen 16S rRNA

Cada muestra de suelo fue mezclada en vortex con 10 ml de pirofosfato de sodio 0.15
M, centrifugada a 4000 rpm hasta que el sobrenadante estuviera claro, posteriormente se
adiciond 0.15M de buffer de fosfatos, se mezclo en vortex y se centrifugé a 4000 rpm con
la finalidad de retirar la materia orgdnica de acuerdo a lo descrito por Ceja-Navarro y col.
en 2010. Se utilizaron tres distintas técnicas de extraccion a partir del suelo lavado. Cada
técnica fue utilizada para extraer DNA cuatro veces de 0.5 g de suelo (2 g en total de suelo)
y se combinaron. Se extrajo DNA de un total de 6 g de suelo. El primer método utilizado
fue el descrito por Valenzuela-Encinas y col. (2008), que consiste en una lisis quimica y de
shock térmico. El segundo método fue el desarrollado por Sambrook y Rusel (2001), que
consiste en una lisis enzimatica, mientras que el tercer método utiliza una lisis quimica por

una solucion de detergentes, el cual es descrito por Hoffman y Winston (1987).
Se realizo la amplificacion de la region V1-V6 de los genes bacterianos 16S rRNA,

mediante los iniciadores marcados con etiquetas de 10—pb, 8-F (5’-AGAGTTTGATCI
TGGCTCA-3’) and 949-R (5’-CCGTCWATTKCTTTGAGTT-3"), los cuales contenian los
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adaptadores A y B para la plataforma de secuenciamiento 454 FLX de acuerdo a lo descrito
en el grupo de trabajo por Navarro—Noya y col. en 2013. En la Tabla 3 se resumen las

condiciones de amplificacion del gen correspondiente 16S rRNA.

Tabla 3. Condiciones para PCR del gen 16S rRNA

Volumen de reaccion:  Ciclo Temperatura (°C) Tiempo min.

25 ul Desnaturalizacion 95 10
inicial
25 Ciclos Temperatura (°C) Tiempo seg.
Desnaturalizacion 95 45
Alineacion 53 45
Extension 72 45
Extension final 72 10 mins.

Cada reaccion contenia 10 mM de cada uno de los cuatro desoxinucle6tidos trifosfato, 10 pM de cada uno de
los iniciadores, 0.7 unidades de la polimerasa “Phusion hot start high fidelity” de FINNZYMEZ y 20 ng de
DNA metagenémico como templado.

El producto de 5 reacciones de amplificacion por cada muestra de DNA
metagenomico, fue colectada en una sola muestra para la construccion de las librerias
gendmicas correspondientes como lo describe Acinas y col. en 2004. Todas las librerias
que se mandaron a secuenciamiento, se purificaron previamente utilizando un “kit” de
purificacion DNA Clean & Concentrator de acuerdo a las recomendaciones del fabricante
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). La cuantificacion de cada libreria se realizd6 mediante
un espectrofluorémetro NanoDrop™ 3300 (Thermo Scientific NanoDrop), utilizando
PicoGreen® dsDNA assay (Invitrogen, Carlsbad, USA) y una dilucion adecuada del DNA
de cada libreria de acuerdo a la recomendacion del fabricante. La secuenciacion fue
realizada por Macrogen Inc. (DNA Sequencing Service, Seoul, Korea), utilizando un

pirosecuenciador Roche 454 GS-FLX Plus (Roche, Mannheim, Germany).

6.7. Analisis de los datos secuenciados
Se utilizdé el software QIIME version 1.9.0 para el andlisis de los datos de
pirosecuenciacion (Caporaso y col., 2010). Las lecturas de con una calidad menor a 25,

secuencias con homopolimeros mayores a 6, una longitud menor a 400 nt asi como con
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errores en los iniciadores o en las etiquetas, se eliminaron del conjuntos de datos. Las
unidades taxondmicas operacionales (OTU) se determinaron a un nivel de 97% de similitud
utilizando el algoritmo UCLUST desarrollado por Edgar en 2010. La eliminacion de
secuencias quiméricas se realizdé mediante el programa Chimera Slayer (Haas y col., 2011).
Los alineamientos de secuencias se realizaron mediante la base de datos PyNAST
utilizando un limite del 75% (Caporaso y col., 2010). Las asignaciones taxondémicas se
realizaron contra la base de datos de Ribosomal Data Project RDP a un nivel de confianza

del 80% (Wang et al., 2007).

6.8. Analisis estadistico

Se realizaron analisis PERMANOVA, con la finalidad de determinar el efecto de las
practicas agricolas, la adicion de materia organica, los distintos tratamientos en campo, asi
como el tiempo, en la estructura de las comunidades bacterianas utilizando las distancias
generadas en UniFrac. Ademads, se realizaron pruebas de ANOVA con la finalidad de
determinar el efecto del tratamiento y la adicion de materia orgénica con respecto a la
abundancia relativa de los distintos grupos bacterianos a nivel de filo, clase, orden, familia

y género, mediante un anélisis GLM (PROC GLM, SAS Institute, 1989).

Se exploré mediante un andlisis de componentes principales la abundancia relativa de
los diferentes grupos taxondémicos a nivel de filo, orden y género utilizando PROC
FACTOR (SAS, Institute, 1989). Finalmente, se realiz6 un analisis de correlacion candnica,
utilizando la abundancia de los diferentes phyla bacterianos y la relacion entre las
caracteristicas fisicoquimicas de los suelos de AC y PC, tanto en camas como cultivos en

plano, utilizando el programa PROC CANCORR de SAS (SAS, Institute, 1989).

7. Resultados

7.1. Caracteristicas del suelo

Al realizar el analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelo
que corresponden al los tratamientos en plano, se determind que el C orgéanico en el suelo

de CA significativamente mayor en comparacion con el tratamiento de PC (n =2, P <0.05)
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(Tabla 4). En cuanto a los tratamientos que corresponden a los cultivos en camas, tanto el
contenido de C orgéanico asi como la capacidad de retencioén de agua, es significativamente
mayor en el tratamiento PB en comparacion con el tratamiento de CB (n = 2, P < 0.05). El
pH fue significativamente mayor en el tratamiento PB en comparacion con los tratamientos
CA y PC. Las otras caracteristicas fisicoquimicas del suelo no mostraron diferencias

significativas.

Tabla 4. Caracteristicas de los suelos cultivados en plano y en camas en “El Batan”

Parcela Tratamiento pH CE* Ntotal® Corg® WHCY Arcilla Arena Limo  Textura
USDA

Plano PC® 6.0 0.59 1.01 29.0 627 320 430 250 Limoso-
0.23)f 0.12) (0.13) 0.4) G} (30) (20) (10)  arcilloso

ACe 6.1 0.69 0.96 38.4 633 330 430 240 Limoso-

(0.03) (0.05) (0.06) (4.1 (33) (10) (50) (40)  arcilloso

Camas CB" 6.3 0.81 1.12 21.7 518 315 445 240 Limoso-
(0.01) (0.37) (0.11) 2.4) “ (50) (60) (10)  arcilloso

PB! 6.8 0.52 1.16 325 603 310 440 250 Limoso-

(0.15) (0.06) (0.25) (0.5) (25) (30) (30) (10)  arcilloso

a CE: Conductividad electrolitica.

b N total: Nitrogeno total (g kg™' suelo).

¢ C org.: Carbono orgénico (g kg! suelo).

d WHC: Capacidad de retencién de agua (g kg™! suelo).

e PC: Practica convencional: monocultivo, remocion de residuos y labranza convencional.

f Valor entre paréntesis es la media de dos parcelas (n = 2).

g AC: Agricultura de conservacion: rotacion trigo-maiz, retencion de residuos, sin labranza.

h CB: Camas convencionales: incorporacion de residuos, rotacion trigo-maiz, reformacion de camas cada afio.

i PB: Camas permanentes: retencion de residuos, rotacion trigo-maiz, reformacioén de camas cuando es necesario.

7.2. Estructura de la comunidad bacteriana en suelo control

Se obtuvieron en promedio, 4800 secuencias por muestra de suelo con un intervalo de
OTU’s observadas entre 356 a 538 (Tabla 5), mientras que la diversidad filogenética se
encontré en un intervalo de 19.8 a 40.57, y la riqueza de especies entre 750 y 1302. La

diversidad filogenética y la riqueza de especies fue similar entre los distintos tratamientos.
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Tabla 5. Parametros de la diversidad alfa

Residuo Tratamiento Dia Numero de Diversidad Riqueza de OTU’s®
aplicado secuencias  filogenética® especies observadas
(Chaol e)*
Control Camas 0 3137 28.72(1.3)°¢ 876 ( 35) 424 (29)
convencionales 1 12364 33.08 (2.4) 1149 (226) 475 (30)
3 4158 30.28 (2.1) 972 (138) 439 (30)
7 5349 32.33(1.1) 1049 ( 25) 455 (21)
14 6177 30.97 (1.1) 1012 ( 38) 438 (16)
Camas 0 3838 31.81(0.8) 984 ( 82) 477 (17)
permanentes 1 8292 35.91 (3.6) 1057 (154) 482 (49)
3 6886 35.00 (1.0) 1162 ( 10) 529 (11)
7 5681 35.31(0.4) 1115 ( 33) 509 (17)
14 241 ND ¢ ND ND
Practica 0 1471 30.26 (ND) 870 (ND) 422 (ND)
convencional 1 2371 30.48 (0.4) 835 ( 47) 424 (21)
3 3654 39.59 (ND) 1226 (ND) 545 (ND)
7 3442 34.76 (ND) 1080 (ND) 500 (ND)
14 5477 34.82 (2.3) 1125 ( 11) 497 (19)
Agricultura de 0 4640 40.57 (ND) 1233 (ND) 543 (ND)
conservacion 1 4394 32.46 (0.2) 1023 ( 74) 468 (12)
3 3994 29.91 (0.1) 813 ( 22) 417 (11)
7 5349 33.84 (0.2) 1061 ( 39) 494 ( 4)
14 4996 37.11 (0.1) 1059 ( 52) 508 (12)
Rastrojo de Camas 1 2339 32.18 1001 (ND) 474 (ND)
maiz convencionales 3 3575 29.85(0.8) 893 ( 22) 419 (10)
7 2937 24.96 (2.3) 750 ( 34) 356 (30)
14 3935 25.94 (1.3) 776 ( 30) 382 (18)
1 4468 19.08 (0.3) 934 ( 44) 425 ( 1)
Camas 3 2833 29.28 (1.5) 956 ( 3) 424 (10)
permanentes 7 9758 31.26 (0.1) 1112 ( 33) 477( 1)
14 6652 30.32 (0.6) 1059 ( 46) 477 ( 4)
1 4179 28.06 (1.1) 886 ( 89) 415 (40)
Practica 3 3061 26.90 (1.8) 750 ( 46) 380 (22)
convencional 7 4473 26.15(1.9) 798 ( 98) 384 (38)
14 4469 2517 (1.2) 814 ( 30) 379 ( 5)
1 2643 28.18 (0.1) 869 ( 35) 421( 1)
Agricultura de 3 3475 28.50 (3.1) 912 ( 80) 422 (26)
conservacion 7 14129 32.25(0.1) 1276 ( 48) 511( 3)
14 8596 29.49 (2.3) 1106 (200) 461 (34)
Fibra Camas 1 2156 29.17 (ND) 764 (ND) 395 (ND)
detergente convencionales 3 2972 28.15(0.1) 810 ( 35) 388 (13)
neutro 7 3967 29.37 (0.2) 970 ( 45) 433 ( 5)
14 21989 32.95(1.4) 1256 (269) 483 (24)
1 2146 31.00 (ND) 931 (ND) 455 (ND)
Camas 3 2464 30.23 (0.1) 893 ( 13) 439 ( 5)
permanentes 7 3269 29.86 (2.3) 937 ( 94) 447 (50)
14 3301 31.48 (0.1) 1003 ( 33) 487 ( 4)
1 2792 29.22 (0.2) 909 ( 18) 422 (17)
Practica 3 2827 30.69 (ND) 836 (ND) 411 (ND)
convencional 7 3076 27.09 (2.0) 797 ( 51) 397 (35)
14 3821 30.34 (0.8) 1041 (133) 476 (20)

Continua en la siguiente pagina
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1 4949 31.17 (1.5) 1017 (133) 487 (32)

Agricultura de 3 2876 28.45 (0.6) 835( 2) 429 (11)
conservacion 7 3127 28.89 (0.2) 901 ( 32) 437 ( 8)
14 6431 33.31 (ND) 1302 (ND) 538 (ND)

@ Determinacion a 850 secuencias por libreria, ® OUT’s a 97% de similitud, ¢ Valores entre paréntesis
corresponde a la desviacion estdndar de la media, ¢ ND: No determinado.

En total se encontraron 18 phyla diferentes (Fig. 13), de los cuales, 9 de éstos
contribuyen a <1% de las secuencias. En el suelo de agricultura de conservacion tanto en
plano como en camas, sin la adiciéon de residuos, la abundancia relativa de los phyla
pertenecientes a Acidobacteria (17.6%), Planctomycetes (1.7%) y Verrucomicrobia (1.5%)
fue significativamente mayor que en las précticas agricolas convencionales (PC y CB), con
un 11.8%, 0.9% y 0.4% respectivamente (n =4, P < 0.0001). El filo Actinobacteria, por el
contrario, muestra un comportamiento opuesto, ya que se determiné una diferencia
significativa en suelos con agricultura convencional con un 16.2% en comparacion de un

11.9% en practicas agricolas de conservacion (n =4, P <0.0001) (Tabla 6).

La abundancia relativa de 53 géneros diferentes fue afectada de manera significativa
debido a la practica de cultivo (n =4, P < 0.05) (en el apartado anexo de figuras, se muestra
la Figura Anexo 1 con los géneros afectados por la préctica de cultivo). De estos géneros,
dos de ellos fueron significativamente mayores (P < 0.0001) en suelos cultivados en AC en
comparacion con PC, por un lado Rhodoplanes (Alfaproteobacteria) (AC 0.11% vs 0.01%
en PC), y Steroidobacter (Gammaproteobacteria) (AC 2.6% vs 0.4% en PC), mientras que
géneros que mostraron un comportamiento contrario, Arthrobacter (Actinobacteria) (AC
0.1%, PB 0.2% vs PC 2.2% y CB 2.0%), Segetibacter (Bacteroidetes) (AC 0.08% vs PC
0.84%), Rubellimicrobium (Alfaproteobacteria) (AC 0.04% vs PC 0.29%), y Massilia
(Betaproteobacteria) (AC 0.6% vs PC 1.6%) (Tabla 6).
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Fig. 13 Abundancia relativa de los diferentes phyla bacterianos en suelos de “El Batan” en parcelas en plano con AC y PC o en parcelas en camas
PB y CB, sin residuos (C) o con residuos agregados (MR) o fibra detergente neutro (FDN) al inicio del experimento (DO0) y en incubacion aerobica
alos dias 1 (D1), 3 dias (D3), 7 dias (D7), 6 14 dias (D14).
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Tabla 6. Efecto de las practicas agricolas (Practica convencional en plano (PC) o
en camas (CB) y agricultura de conservacion en plano (AC) o en camas (PB) en
la abundancia relativa de los diferentes grupos bacterianos en suelo sin adicion
de residuos incubados aerébicamente por 14 dias.

Filo/Clase La abundancia relativa de los grupos La abundancia relativa de los
bacterianos fue mayor en el grupos bacterianos fue mayor en
tratamiento de PB que en el los tratamientos de AC que en el
tratamiento CB tratamiento PC

Acidobacteria Acidobacteria***, ~ Gpl0, Gpl8, Acidobacteria*, GP6***

Gp4**, Gp6***, Gp7***
Actinobacteria Acidimicrobidae incertac sedis** Acidimicrobidae incertae_sedis
Bacteroidetes Flavobacteria, Flavobacteriales, Flavobacteria*,
Flavobacterium*, Ferruginibacter**, Flavobacteriales™**,
Niastella*®, Terrimonas** Flavobacterium*
Ferruginibacter***, Terrimonas*

Chloroflexi Caldilineae, Caldilineales

Nitrospira Nitrospira, Nitrospirales

ODl1 ODl1

Planctomycetes Planctomycetes, Planctomycetacia**, Planctomycetes™*,
Planctomycetales Planctomycetacia**,

Planctomycetales**
a-Proteobacteria Rhizobiales**, Rhodospirillales*, a-Proteobacteria, Rhizobiales*,
Bradyrhizobium***, Rhodospirillales
Rhodoplanes***, Microvirga™ Prosthecomicrobium**,
Rhodoplanes **¥*,
Porphyrobacter*

B-Proteobacteria Methylibium**, Pelomonas*

d-Proteobacteria d-Proteobacteria, Myxococcales*** Myxococcales

y-Proteobacteria Thiotrichales, Steroidobacter*** Steroidobacter***

Verrucomicrobia  Verrucomicrobia, Opitutae, Verrucomicrobia***, Opitutae*,
Opitutales**, Opitutus* Spartobacteria®, Opitutales

Spartobacteria_genera incertae_s
edis*

Filo /Clase La abundancia relativa de los grupos La abundancia relativa de los
bacterianos fue mayor en el grupos bacterianos fue mayor en
tratamiento CB que en el tratamiento el tratamiento PC que en el
PB tratamiento de AC

Acidobacteria Gpl*

Actinobacteria Actinobacteria®*, Actinobacteria®*,
Actinomycetales™***, Actinomycetales™**,
Blastococcus **, Blastococcus **,
Frigoribacterium™*, Arthrobacter***,
Arthrobacter***, Nocardioides** Friedmanniella*,

Streptomyces *

Contintia en la siguiente pagina

47



Bacteroidetes Sphingobacteria, Sphingobacteriales, Segetibacter***,

Segetibacter™*, Hymenobacter**
Pontibacter*
Cyanobacteria Cyanobacteria™**,
Chloroplast**, Family IV
Deinococcus- Deinococcus-Thermus, Deinococci, Deinococcus-Thermus*,
Thermus Deinococcales Deinococcales*
Deinococcus*
Firmicutes Paenibacillus*
OP10 OP10
o -Proteobacteria  Rhodobacterales**, Sphingomonadales***, Rhodobacterales***,
Paracoccus*, Rubellimicrobium***,  Methylobacterium*,
Porphyrobacter***, Sphingomonas** Rubellimicrobium™***
B-Proteobacteria ~ B-Proteobacteria**,  Burkholderiales***, [-Proteobacteria®**,
Herbaspirillum**, Massilia*** Burkholderiales,
Herbaspirillum*** Massilia***
y-Proteobacteria  y-Proteobacteria*®, Xanthomonadales*, Lysobacter®, Rhodanobacter **
Rhodanobacter™**

* Significancia a P < 0.01, ** Significancia a P <(0.001, *** Significancia a P < 0.0001

7.3. Aplicacion de material organica

El contenido de lignina en el residuo de maiz aplicado al suelo fue de 25 g kg™
(Tabla 7). La mayoria del material organico soluble (599 g kg!) contenido en el rastrojo de
la planta se extrae con la solucion detergente neutra, mientras que el resto esta constituido
en su mayoria por (hemi) celulosa (311 g kg™!). La emisién de CO,, se incrementa de
manera significativa cuando se adiciona FDN o rastrojo de maiz como residuos al suelo,

con la mayor emision al final de la incubacion (Fig. 14).

Tabla 7. Caracteristicas del material organico (residuo de maiz) utilizado en la
incubacion aerobia

Fraccion Contenido (Hemi)  Polifenoles  Ceniza N total C total
soluble (g delignina Celulosa
kg
Maiz 599 25 311 2 62 34 422
FDN? 0 63 776 6 155 19 405

* FDN: Fibra detergente neutro.
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El mayor incremento en la emisiéon de CO2 cuando se adiciona FDN o rastrojo de

maiz se realiza en los primeros 7 dias después de la aplicacion. El tratamiento en campo no

tiene efecto significativo en la emision de CO».

Acumulacton estimada de CO, (mg C kg ' ss)
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Fig. 14 Emision acumulada de CO, (mg C kg suelo seco) de los suelos incubados aerobicamente por

14 dias.

La aplicacion de materia organica en el suelo cultivado correspondiente a camas

convencionales, tiene un efecto limitado en la abundancia relativa de los grupos

bacterianos, pero tiene mayor efecto en los otros tres tratamientos, PB, PC y AC (Tabla 8).

La aplicacion de residuo de rastrojo de maiz incrementa significativamente la abundancia

relativa de Bacillales (Firmicutes) (PB = 14.9%, PC = 16.1% y AC = 12.5%) en

comparacion con los suelos en los cuales se afiadio FDN (PB = 4.4%, PC = 6.1% y AC =

4.4%) asi como en el tratamiento control (PB =5.4%, CP =6.0% y AC=7.3%)(n=2, P <

0.01).
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La abundancia relativa de Arthrobacter (Actinomycetales) fue mayor en el suelo al
cual se le adiciono rastrojo de maiz (PB =1.1%, CP = 6.7% y AC = 1.5%), en comparacion
con los suelos a los cuales se le adicion6 FDN (PB = 0.5%, PC =3.5% y AC =0.4%), y a
los suelos control (PB = 0.2%, CP = 2.0% y AC = 0.1%) (P < 0.01). Por otro lado, la
abundancia relativa de Actinomycetales (Actinobacteria) fue significativamente mayor en
el suelo al cual se le adiciono rastrojo de maiz (PB = 12.4%, PC =20.3% y AC = 14.2%) y
FDN (PB = 11.4%, PC = 18.5% y AC = 13.7%) en comparacion con el suelo al cual no se
le adicion6 residuo (PB = 7.6%, PC = 13.4% y AC = 8.8%) (n = 2, P < 0.001). La
abundancia relativa de algunos grupos bacterianos fue reducida por la aplicacion de materia

organica en comparacion con el suelo control.

En el caso de Acidobacteria su abundancia relativa se reduce significativamente en el
suelo control (PB = 20.6%, PC = 16.0% y AC = 15.8%) (n =2 P <0.01), en comparacion
con suelo adicionado con rastrojo de maiz (PB = 13.6%, CP = 8.8% y AC = 10.8%) y FDN
(PB=15.4%,PC=9.1%y AC = 12.2%).

Tabla 8. Efecto de la aplicacion de residuo de maiz y de FDN en la abundancia
relativa de los grupos bacterianos en suelos incubados aerébicamente por 14 dias.
Los grupos bacterianos mostrados fueron significativamente afectados por la
aplicacion de residuos en los suelos con distintas practicas agricolas en
comparacion con el suelo sin adicion.

Residuo  Camas Camas Practica Agricultura de
Convencionales  Permanentes (PB) Convencional (PC) Conservacion (AC)
(CB)

La abundancia relativa de los grupos bacterianos es mayor en el suelo adicionado con maiz (M) en
comparacion con el suelo control (C) y/o suelo adicionado con FDN (F).

M>C Rubrobacterales*
Arthrobacter*®
M>F Bacilli*,
Bacillales*
M>F= Frimicutes*** Firmicutes*, Bacilli*  Firmicutes*,
C Bacilli*** Bacillales* Arthrobacter**
Bacillales*** Arthrobacter?*,

Bacillus*

Contintia en la siguiente pagina
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La abundancia relativa de los grupos bacterianos es mayor en el suelo adicionado con maiz (M) o FDN
(F) en comparacion con el suelo control (C).

M=F> Actinobacteria*** Actinobacteria®*** Actinobacteria®***, 3-
C Actinomycetales***  Actinomycetales** Proteobacteria,
Solirubrobacterales**  Actinomycetales**
Solirubrobacterales**,
Burkholderiales

La abundancia relativa de los grupos bacterianos es mayor en suelos con adicion de FDN (F) en
comparacion con suelos adicionados con maiz (M) y/o sin adicion (C).

F>M Rhizobiales Thermomicrobia
Myxococcales Acidimicrobiales
Orienta*

F>C a-Proteobacteria Bradyrhizobium*

Rhizobiales*

Residuo  Camas Camas Practica Agricultura de
Convencionales  Permanentes (PB) Convencional (PC) Conservacion (AC)
(CB)

La abundancia relativa de los grupos bacterianos es mayor en suelos con adicion de FDN (F) en
comparacion con suelos adicionados con maiz (M) y/o sin adicion (C).

F > M=C Proteobacteria* B-Proteobacteria,
o-Proteobacteria, Achromobacter*
Rhizobiales*,
Singulisphaera**,
Devosia,
Achromobacter*

La abundancia relativa de los grupos bacterianos es mayor en el suelo sin adicion (C) que en los suelos con
adicion de FDN (F) o residuo de maiz (M)

C>F= Clostridia* Acidobacteria* Acidobacteria*, Gpl*  Acidobacteria**,
M Clostridiales* Verrucomicrobia** Gp3*** Gp4 Bacteroidetes,
Gpl8, Gp4* Gp5 Bacteroidetes Flavobacteria,
Opitutae, Opitutales Sphingobacteria Flavobacteriales™,
Spartobacteria*® Sphingobacteriales, Planctomycetacia*
Gillisia* Flavisolibacter*** *
Planctomycetes*** Planctomycetales*
Opitutae, Opitutales * Sphingobacteria
Verrucomicrobia* Opitutae
C>F Gp3 Verrucomicrobia, Gp4,
Pirellula™
C>M Bacteroidetes, Chloroflexi, 8- Lactobacillales Verrucomicrobia, Gp4,
Sphingobacteria  Proteobacteria™* Pirellula*™,
Flavobacteriales Planctomycetes*, Gp3
C=F> Chloroflexi Planctomycetacia***  Planctomycetales™*
M Propionibacterium*

* Significancia a P < 0.01, ** significancia a P <0.001, significancia a P < 0.0001.
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7.4. Analisis de componentes principales y de correlacion canénica

Se realizd un andlisis de componentes principales PCA, en el cual se separan las
practicas de agricultura de conservacion (tratamientos PB y AC) de las practicas
convencionales (tratamientos CB y PC) (Fig. 15-17 a—c). Las practicas agricolas de
conservacion se caracterizaron por presentar un PC1 positivo, donde se ubica una mayor
abundancia relativa de Acidobacteria, Nitrospra, OD1, Planctomycetes y Verrucomicrobia,
microorganismos que generalmente son clasificados como oligétrofos, mientras que las
practicas convencionales presentaron un PC1 negativo, donde se agruparon Actinobacteria,
Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes y Proteobacteria, que por su parte son

microorganismos que generalmente son asociados a ambientes ricos en materia organica.
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Fig. 15a PCA de Suelos sin adicion de residuos a nivel de filo
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Fig. 15-c Analisis de componentes principales considerando la abundancia relativa de los diferentes
phyla bacterianos encontrados en (a) suelo sin adicion de residuos con agricultura de conservacion
en camas (camas permanentes) ([ll), practica convencional (camas convencionales) (), agricultura
de conservacion en plano (agricultura de conservacion) (), practica convencional ([ll), (b) suelo
con adicion de rastrojo de maiz en camas permanentes (@), camas convencionales (@), agricultura
de conservacion (@) o practica convencional (@), o (c) suelo con adicion de fibra detergente neutro
de maiz en camas permanentes (A ), camas convencionales (4 ), agricultura de conservacion (A) o
practica convencional (A ). Suelos incubados aerdbicamente a 22 */- 2 °C por 14 dias, con
extracciones de DNA a los dias 0, 1, 7 y 14. El componente principal PC1 explica el 18% de la
variacion y el PC2 11%.
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Dentro de cada practica agricola, la aplicacion de materia orgdnica generalmente
aumenta la abundancia relativa de Actinobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria, mientras que la de Acidobacteria, Planctomycetes y Verrucomicrobia se ve

disminuida, por lo que el valor PC1 disminuye.

Al realizar un PC a nivel de orden, la separaciéon de los diferentes tratamientos se
hace mas evidente (Fig. 16 a—c), donde suelos bajo agricultura de conservacion
(tratamientos AC y PB) son caracterizados por un PC1 positivo, donde la abundancia

relativa de Gp6, Gp7, Rhizobiales, Opitutales, Myxococcales, Caldilineales es alta.

El tratamiento de AC fue caracterizado principalmente por un PC2 positivo, con una
abundancia relativa alta de Gp3 y Planctomycetales, mientras que el tratamiento de PB se
caracterizo con un PC2 negativo. Los suelos con practicas convencionales (tratamiento PC
y CB), se caracterizaron por presentar principalmente un PC1 negativo, con alta abundancia
relativa de Burkholderiales, Rhodobacterales, Deinococcales, Actinomycetales y

Xanthomonadales.

El tratamiento PC present6 un PC2 positivo, con una abundancia relativa alta de Gpl,
Gp3 y Sphingomonadales, mientras que el tratamiento PB present6 un PC2 negativo.
Dentro de cada practica agricola, la aplicacion de materia organica, de manera general,
reduce el valor PCI, esto se observa de manera mas acentuada en la agricultura de

conservacion. Las variables, PC1 y PC2, explican por arriba del 20% de la variacion.
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Suelo adicionado con fibra detergente neutro
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Fig. 16c PCA considerando la abundancia relativa de los diferentes oOrdenes bacterianos
encontrados en (a) suelo sin adicion de residuos con agricultura de conservacion en camas (camas
permanentes) (Jli]), practica convencional (camas convencionales) (Jfi]), agricultura de conservacion
en plano (agricultura de conservacion) ([ ), practica convencional (Jjj), (b) suelo con adicion de
rastrojo de maiz en camas permanentes (@), camas convencionales (@), agricultura de conservacion
(@) o practica convencional (@ ), o (c) suelo con adicion de fibra detergente neutro de maiz en
camas permanentes (4 ), camas convencionales (4, ), agricultura de conservacion (4 ) o practica
convencional (A).

El analisis PERMANOVA nos permitio confirmar que la estructura de la
comunidad bacteriana es afectada de manera significativa por el tipo de cultivo, ya se en
plano (AC y PC) en comparacion con los cultivos en camas (PB y CB) asi como por la
aplicacion de los residuos agricolas (Tabla 9). La agricultura de conservacion (AC y PB)
tienen un efecto en la estructura de la comunidad bacteriana en comparacion con las

practicas convencionales (PC y CB).

Tabla 9. Analisis PERMANOVA para probar las diferencias significativas entre los
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tratamientos, aplicacion de materia organica y el tiempo de incubacion, con base en
las distancias UniFrac.

Comparacion Valor F Valor P
Cultivo en camas vs plano 3.67 0.001
Aplicacion de materia organica 6.25 0.001
Tratamiento 1.93 0.001
Agricultura de conservacion (AC + PB) vs practica tradicional (PC + 12.99 0.001
CB)

ACvs PC 5.00 0.001
PB vs CB 6.15 0.001
Tiempo de incubacion (dias) 1.79 0.001

a AC: Agricultura de Conservacion
b PB: Camas Permanentes

¢ PC: Practica Convencional

d CB: Camas Convencionales

Al realizar el analisis de correlacion canonica CCA, utilizando las caracteristicas de
los distintos suelos y la abundancia relativa de los phyla bacterianos, es posible observar
una clara separacion dependiendo de los distintos tratamientos (Fig. 17). El suelo con el
tratamiento de PB fue caracterizado por un CC1 positivo, y poco cargado al CC2
negativamente, con una abundancia relativa para Acidobacteria y Nitrospira, asi como un
alto pH, mientras que el suelo de PC presenta una ligera carga al CC1 negativo y positivo,
pero un alto valor positivo a CC2, donde se ubica la abundancia relativa de Cyanobacteria,

Deinococcus-Thermus y Gemmatimonadetes.

El suelo del tratamiento CB fue caracterizado por un CC1 negativo y con carga hacia
CC2 tanto positiva como negativa, donde se ubica la textura arenosa con alta conductividad
electrolitica y una alta abundancia relativa de Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,

Firmicutes y Proteobacteria.
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Fig. 17 Andlisis de correlacion candnica considerando la abundancia relativa de los diferentes phyla
bacterianos y las caracteristicas de los suelos. Suelos incubados a 22 +/- 2 °C. Extracciones de DNA a

los dias 0, 1, 3, 7 y 14.

8. Discusion

8.1. Abundancia relativa de grupos bacterianos en suelo sin adicion de residuos

Algunos phyla bacterianos se ven favorecidos en ambientes que tienen poca cantidad

de nutrientes, entre estos podemos encontrar a Acidobacteria, Planctomycetes y

Verrucomicrobia, donde su abundancia relativa es mayor en suelos con agricultura de

conservacion que en suelos con agricultura convencional.

En el caso de Planctomycetes, se ha visto favorecido en compostas que ya han

alcanzado estados avanzados de madurez (de Gannes et al., 2013), mientras que

Acidobacteria se le ha relacionado con ambientes con poca cantidad de nutrientes (Fierer et

al., 2007).
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La abundancia relativa de los grupos bacterianos ligados a los ambientes donde existe
alta disponibilidad de nutrientes, considerados como colonizadores, fue mayor en suelos
con practicas convencionales que en suelos con agricultura de conservacion. La abundancia
relativa de filotipos pertenecientes a Actinobacteria fue mayor en suelos con practica

convencional que en suelos con agricultura de conservacion.

Al filo Actinobacteria se le ha considerado como colonizadores del suelo, ya que una
gran diversidad de especies pertenecientes a este filo son capaces de producir enzimas
extracelulares que les permite la degradacion de moléculas como celulosa, quitina y lignina
(Suela-Silva et al., 2013). Se ha descrito previamente que algunas especies del género
Arthrobacter, perteneciente a Actinobacteria han sido dominantes en suelos a los cuales se
les ha adicionado rastrojo de soya (Espana et al., 2011), mientras que en 2012, Semenov y

col., los catalogaron como secuestradores primarios en suelos.

En este ensayo es posible confirmar que Arthrobacter es un secuestrador primario,
donde su abundancia relativa es significativamente mayor en suelos cultivados de manera

convencional que en practicas de agricultura de conservacion.

El suelo es perturbado de manera frecuente en las practicas convencionales a causa de
la labranza, algunos grupos bacterianos en este tipo de suelos se les considera estar mas
adaptados al consumo rapido de nutrientes, ya que la labranza mezcla el suelo y libera la

materia organica atrapada en los agregados.

Por el contrario, los grupos bacterianos que se encuentran en suelos en los que no se
realiza labranza de manera frecuente, no experimentan este tipo de cambios o
perturbaciones, siendo menos adaptados a responder inmediatamente al aporte de materia

organica fresca.

De manera adicional, es considerado que en las practicas tradicionales, donde se

realiza labranza, los microorganismos tienen un contacto muy estrecho mediante la
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incorporacion de la materia orgénica en los suelos. En la agricultura de conservacion, a
pesar de que la cantidad de los residuos retenidos en la superficie del suelo es mucho mas
grande que en la agricultura convencional, muy poca materia orgéanica fresca tiene contacto
con las bacterias del suelo. La mayor parte de la degradacion del material organico en el
suelo en los sistemas agricolas de conservacion, ocurre principalmente en la superficie,
dejando esta actividad a la macrofauna, mientras que los lixiviados se encargan de llevar la

materia orgéanica a capas mas profundas.

La estructura de la comunidad bacteriana en ambos sistemas agricolas (agricultura de
conservacion vs practicas convencionales), estuvo definida principalmente por el manejo de
los residuos. Se tiene que tomar en cuenta que la aplicacion de las practicas agricolas
modifican las caracteristicas del suelo, por ejemplo, el C organico en el tratamiento de AC
(38.4 g kg'!) fue significativamente mayor que en el tratamiento de PC (29.0 g kg™!),
mientras que el C organico (32.5 g kg'!) y el pH (6.8) en el tratamiento de PB fue
significativamente mayor que en el tratamiento de CB (21,7 g kg !, y 6.3 respectivamente).
Esto nos puede indicar que aun, pequefios cambios en las caracteristicas del suelo, pueden

modificar la estructura de la comunidad bacteriana.

La combinacion de la abundancia relativa de los grupos bacterianos y las
caracteristicas del suelo, permite separar los tratamientos de manera clara. El analisis de
correlacién candnica en relacién con la abundancia relativa de los diferentes phyla y las

caracteristicas del suelo permitid determinar como se separaban por tratamientos.

8.2. Efecto de la aplicacion de residuos en la abundancia relativa de los grupos
bacterianos

En los procesos de compostaje, entre los mayores Ordenes bacterianos identificados
se encuentra Bacillales (Partanen et al., 2010), se les ve enriquecidos cuando se adiciona
celulosa de acuerdo a Eichorst y Kuske (2012). En este estudio, la abundancia relativa de
Bacillales se ve incrementada cuando el residuo de maiz se adiciona a los tratamientos de

PB, PC y AC. Ademas se incrementd la abundancia relativa de Arhtrobacter, que en la

60



descripcion que realiza Semenov y col. (2012), ademas de considerarlo un secuestrador

primario, se le atribuye actividad celulolitica (Siddikee et al., 2010).

La poblacion del filo Proteobacteria, puede tener fluctuaciones, incluso se le ha
considerado presentar una actividad oportunista, respondiendo rapidamente cuando se
encuentran con diferentes fuentes de C (Fierer et al., 2007). Los grupos del filo
Proteobacteria son muy versatiles, ya que algunos grupos se favorecieron por la aplicacion

de materia organica, mientras que otros fueron afectados negativamente.

La aplicacion de fibra detergente neutro incrementdé la abundancia relativa de
diferentes grupos pertenecientes a Alfaproteobacterias como los Rhizobiales, asi como de
Betaproteobacteria, a los Burkholderiales, en comparacion con los suelos en los cuales no
se adiciond algun residuos, apoyando a lo antes descrito, que pueden responder a diferentes
fuentes de C. Algunas cepas pertenecientes al grupo de Burkholderiales fueron enriquecidas
con celulosa marcada, respondiendo positivamente a este tipo de sustratos en diferentes

suelos (Eichorst y Kuske, 2012; Goldfarb et al., 2011).

Al filo Acidobacteria se le asocia a una baja disponibilidad de nutrientes, presentando
una correlacion negativa con la adicion de fuetes de C (Fierer et al., 2007), por lo que la
aplicacion de FDN o de rastrojo de maiz reducen su abundancia relativa. Chloroflexi, un
grupo que ha sido considerado como oligotrofo (Fierer et al., 2007), y que se ha encontrado
abundantemente en la fase madura de algunos composteados (de Gannes et al., 2013), al
aplicar rastrojo de maiz, su abundancia relativa se ve reducida, mientras que algunos grupos
de los Clostridiales han sido encontrados en consorcios degradando lignina (Wang et al.,
2013), al aplicar una fuente organica de facil descomposicion, se redujo su abundancia

relativa.
El anélisis PCA considerando la abundancia relativa de los diferentes piyla y 6rdenes,

confirm6 los resultados mencionados en parrafos anteriores. En este andlisis, el suelo

control o sin adicidon de residuos en los tratamientos de PB y AC (précticas agricolas de
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conservacion), se separ6d del suelo CB y PC (practicas convencionales). Las practicas a
agricolas de conservacion favorecen la abundancia relativa de grupos bacterianos
considerados oligotrofos, Acidobacteria, Planctomycetes y Verrucomicrobia, comparados
con practicas agricolas convencionales (PC y PB), donde la abundancia relativa de

bacterias copiotroficas fue mayor (Actinobacteria, Cyanobacteria, Proteobacteria).

La aplicacion de materia organica dirige los cambios en la abundancia relativa de
diferentes phyla en el suelo, donde Actinobacteria y Firmicutes se ven favorecidas. El
efecto fue mas franco y el cambio fue mas grande en las practicas agricolas de
conservacion (PC1 principalmente negativo) que en las practicas agricolas convencionales.
Se encontraron efectos similares cuando se considerd la abundancia relativa de los 6rdenes.
De manera adicional, el PCA con los diferentes drdenes, separa a los tratamientos en plano

o en camas, pudiendo hacer esta distincion tan especifica.

Las practicas agricolas de conservacion en plano, favorece a los filotipos
perteneciente a grupos bacterianos como Gp7, mientras que Planctomycetales se ve
favorecido en tratamientos en camas. Las practicas agricolas convencionales en plano,
favorecen a los filotipos pertenecientes a Sphingomonadales y Planctomycetes, mientras
que Actinomycetales y Burkholderiales se ven favorecidos cuando se realizan cultivos en

camas.

Aunque este estudio Uinicamente se enfocd en bacterias, es muy bien reconocido que
los hongos tienen un papel muy importante en la degradacion de materia orgénica del suelo.
Las bacterias estan mas relacionadas con etapas tempranas en la degradacion de materia
organica en descomposicion (Rousk et al., 2010), mientras que los hongos dominan etapas
posteriores, principalmente porque tienen la capacidad de degradar compuestos

recalcitrantes (Stemmer et al., 2007).
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9. Conclusiones del capitulo 1

La agricultura de conservacion favorece bacterias oligotroficas, Acidobacteria,
Planctomycetes y Verrucomicrobia. En la agricultura de conservacion, los residuos del
cultivo permanecen en la superficie del suelo, y es a través de la actividad de la macrofauna
y de la lixiviacién que la materia organica penetra al suelo. De manera consecuente, poca

material de facil descomposicion esta disponible para los microorganismos del suelo.

En las practicas agricolas convencionales, el suelo es mezclado y la materia orgénica
es puesta en contacto con los microorganismos del suelo, aquellas bacterias capaces de
metabolizar material organico de facil descomposicion se ven favorecidos como

Actinobacteria.

La aplicacion de residuo de maiz o la fraccion de FDN, cambia la estructura de la
comunidad bacteriana favoreciendo a Actinobacteria y Firmicutes, reduciendo la
abundancia relativa de una amplia gama de bacterias, como Acidobacteria, Planctomycetes

y Verrucomicrobia.

Habra que hacer notar que el tiempo que llevan los dos experimentos en campo ha
sido diferente, el experimento de cultivos en plano comenzo6 en 1991, mientras que el que
se realiza en camas comenzd en 1999, y que esta diferencia en tiempo podria tener un

efecto en la estructura de la comunidad bacteriana.
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10. Capitulo 2

10.1. Estudio de las comunidades bacterianas en suelos agricolas con Agricultura
de Conservacion y Practica Convencional del Centro de Investigacion Australiano del
Algodon (ACRI).

10.2. Introduccion

En grandes areas semi-desérticas del Este australiano, que corresponden a suelos
catalogados como Alfisoles o Vertisoles, han sido utilizados como zonas para el cultivo de
algodon (Gossypium hirsutum L.), sin embargo, se ha observado una pobre calidad del
suelo relacionada con la agricultura convencional, (labranza profunda y monocultivo de
algodoén), llevando estos suelos a una degradacion continua caracterizada por la
disminucién en el contenido de materia organica, aumento en la salinidad, inundacién de
los suelos de cultivo de manera frecuente asociada a la compactacion del suelo (Hulugalle y

Entwistle, 1997; Hulugalle et al., 1997; Hulugalle et al., 1999).

Es comtn que en Australia, los productores reporten bajas cantidades o disminucion
en la cantidad de carbono organico del suelo (SOC, Soil Organic Carbon, por sus siglas en
inglés), bajo practicas de agricultura convencional, con altas tasas de fertilizacion y en

monocultivos de algodon (Rochester, 2011).

La preparacion del suelo en Australia involucra distintas practicas agricolas para el
cultivo de algoddn irrigado, que van desde la produccion mediante labranza (convencional)
intensiva (disco de labranza, arado de cincel y reconstruccion de camas cada afio), hasta
aquellas en las que se disminuye la labranza o en las que se utilizan camas permanentes

(McKenzie et al., 2003; Hulugalle et al., 2010).

Con el objetivo de frenar las consecuencias de las practicas agricolas tradicionales en
Australia, se han puesto en marcha distintas practicas agricolas, entre las que destacan, la
diminucion de la labranza o el sistema de camas permanentes, la cobertura de parcelas con

los residuos de leguminosas y cereales, asi como la rotacion del algodén con cultivos
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econdmicamente viables, ademas de evitar la quema de los residuos (Hulugalle y Scott,

2008; Hulugalle et al., 2009).

Los beneficios de aplicar practicas agricolas sostenibles en el Este australiano es
principalmente la reduccion en la erosion, menor degradacion en diversos aspectos, tanto
quimica, fisica y biologica del suelo, mejoramiento en la utilizacion de recursos energéticos
y menor tiempo de labor en campo, ademds de algo muy importante para el campo
australiano que es la conservacion del agua en distintas modalidades (Hulme et al., 1996;

Hulugalle et al., 2010).

10.3. Antecedentes

Durante las ultimas dos décadas, diversos experimentos se han realizado en el Centro
de Investigacion Australiano del Algodon (ACRI), cerca de Narrabri, New South Wales,
Australia, con la finalidad de evaluar los efectos de los distintos métodos de labranza,
rotacion de los cultivos entre verano e invierno, calidad del suelo, hidrologia, sostenibilidad
asi como rendimiento e incluso la calidad del algodén (Hulugalle y Etwistle, 1997,

Hulugalle et al., 2010; Hulugalle et al., 2015).

Se han realizado una gran cantidad de ensayos en los suelos agricolas pertenecientes
al centro de investigacion mencionado en el parrafo anterior, en lo concerniente a las
comunidades bacterianas del suelo, en 2015, Trivedi y col., realizaron un experimento a
partir de distintas muestras de suelo, utilizando tratamientos contrastantes, entre los que se
incluyeron cultivos con irrigacion de algodon, con précticas tradicionales y de
conservacion, con la finalidad de evaluar, si es que las practicas de manejo dirigian cambios

en las comunidades bacterianas del suelo.

Los resultados mostraron que se realizaba un cambio de una comunidad oligotrofica a
una comunidad microbiana copiotréfica cuando se incrementaba la cantidad de C en suelo.
De la misma forma, las comunidades bacterianas involucradas en la degradacion de

compuestos labiles de C se afectaban por las distintas practicas de manejo, y que uno de los
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factores que influia fuertemente era el tamafio de los agregados del suelo, siendo los

microagregados los que tenian una mayor interaccion con las comunidades microbianas.

11. Materiales y Métodos

11.1. Sitio experimental

El sitio experimental se encuentra localizado en el Centro de Investigacion
Australiano del Algodon (ACRI), en las cercanias de Narrabri, en el Noroeste de New
South Wales (NSW) Australia (149° 27’ E, 30° 13” S) (Fig. 18). El sitio experimental se
caracteriza por tener condiciones climaticas semi-aridas, con vientos fuertes, una
temperatura que oscila entre los -5 °C a 25 °C en periodo invernal, y veranos calidos con
temperaturas entre 18 °C a 45 °C, con una media anual pluvial de 616 mm. Los suelos estan

caracterizados como finos-térmicos, montomoriloniticos Typic Hapluster (Soil Survey

Staff, 1996).

Fig. 18 Sitio experimental ACRI, localizado en el Este australiano, Narrabri,,
NSW, Australia. (Tomado de Ghosh et al., 2010).

11.2. Tratamientos en campo

Los tratamientos utilizados para este ensayo fueron tres tratamientos (n = 3) por
triplicado, las parcelas en campo estan constituidas por bloques al azar (en la Tabla 10 se
encuentra una breve descripcion de los tratamientos en campo), y fueron los siguientes, 1)

Cultivo de algodon en camas convencionales (CTCC, Conventional Tillage, Continuous
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Cotton, por sus siglas en ingles, donde se lleva a cabo labranza y reformacién de camas,
incorporacion de los residuos a través de la labranza y monocultivo de algodon), 2) Camas
permanentes con monocultivo de algodon (MTCC, Minimum Tillage Continuous Cotton,
por sus siglas en inglés, tratamiento en el cual se lleva a cabo la incorporacion de los
residuos al reformar las camas y monocultivo de algodén), 3) Camas permanentes con
rotacion algodoén-trigo y residuo retenido en la superficie (MTWC, Minimum Tillage
Wheat-Cotton, por sus siglas en inglés, tratamiento en el cual, a partir de 1999 el residuo
de la rotacion trigo-algodon comenzd a dejarse en la superficie, y la reformacion de camas

solo cuando es necesario) (Hulugalle et al., 2008).

Tabla 10. Resumen de los tratamientos pertenecientes a los suelos de ACRI,
Narrabri, Australia establecidos en 1985.

CTCC MTCC MTCW
Cultivos  Algodon (Gossypium  Algodon (Gossypium Rotacion  Trigo-Algodon
en camas hirsutum L.) hirsutum L.) (Gossypium  hirsutum L. -
Triticum aestivum L.)
Residuo  Incorporacion de residuos Incorporacion de residuos Retenidos en la superficie
mediante labranza mediante labranza minima de las camas
convencional (cosecha y (cosecha)
post-cosecha)
Labranza Labranza convencional, Camas permanentes, Camas permanentes,

mediante un disco a una
profundidad de 30 cm,

reformacion s6lo cuando
€s necesario

reformacion s6lo cuando es
necesario

reformacion de camas en
cada cultivo

11.3. Muestreo de suelos

El muestreo de suelos se realizd en noviembre de 2014, entre las dos primeras lineas
de siembra (Fig. 19), en cada parcela (n = 3), por cada tratamiento (n = 3). Se tomaron 20
muestras de cada parcela, de la capa superficial que va de 0 a 20 cm, mediante una barrena
de 2 cm de diametro, obteniendo una muestra compuesta de cada parcela (n = 9). La

materia organica superficial, se removio antes de realizar el muestreo.
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Fig. 19 Esquema de muestreo de un tratamiento de suelos en campo,
correspondientes al sitio ACRI, Narrabri, Australia, (n = 3 / tratamiento).

11.4.Cultivo de maiz y fraccionamiento del residuo

Se utiliz6 el rastrojo de maiz y FDN descrito previamente en el capitulo 1.

11.5. Diseiio experimental e incubacion aerobia

El suelo colectado fue enviado al laboratorio, una porcioén de cada suelo se seco para
poder realizar la caracterizacion fisicoquimica, mientras que el resto se ajusté al 40% de la
capacidad de retencion de agua (WHC., por sus siglas en inglés) con agua destilada y se
dispuso a preincubacion por 7 dias, en un tambo de 70 1 conteniendo un contenedor (1-1)
con NaOH 1M para capturar el CO; emitido, ademas de un contenedor con agua destilada

(5-1) para prevenir la desecacion en la preincubacion.

Las muestras de suelo se analizaron para contenido de carbono y nitrégeno,
conductividad electrolitica (EC, por sus siglas en inglés), pH, textura, carbono orgénico
total y capacidad de retencion de agua de acuerdo a lo descrito por Aguilar-Chavez et al.,
(2012), la descripcion de estas técnicas se encuentran en el anexo correspondiente a las

determinaciones fisicoquimicas.
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Para la realizacion de la incubacion aerobia, se utilizo un total de 189 sub-muestras
de 20 g cada una, las cuales se afiadieron a frascos de 120 ml y se les aplicaron 4
tratamientos a nivel laboratorio, 1) tratamiento control, 2) tratamiento rastrojo, 3)
tratamiento FDN y 4) tratamiento urea. La cantidad de residuo aplicado, fue tal que se
agregaron 2 g C/kg de suelo para los tratamientos FDN y rastrojo de maiz, y un equivalente
a 100 kg N ha! en forma de urea. Cada frasco fue colocado en una jarra (1-1) conteniendo
un frasco de 25 ml con 20 ml de NaOH 0.5M para capturar el CO; emitido, ademas de

contener 25 ml de agua para evitar la desecacion durante la incubacion.

Después de 0, 1, 3 7, 14, 28, 56 dias, las jarras fueron abiertas, los frascos con NaOH
0.5M se utilizaron para el analisis de la emision de CO> producto de la respiracion
microbiana y degradacion de sustratos (Jenkinson y Powlson, 1976). El suelo fue removido
del frasco contenedor, y 6 g de este fueron tomados para la extraccion de DNA como se
describe previamente en el capitulo 1, mientras que el resto se utiliz6 para la determinacion
de N mineral (NHs", NO>" y NO3") con 100 ml de K2SO4 0.5M vy analizado mediante un
analizador automatico San Plus System-Skalar (Skalar, Breda, the Netherlands) (Mulvaney,

1996).

11.6. Amplificacion del gen 16S rRNA

Se llevé a cabo la amplificacion (Tabla 11) de la region V1 — V3 de los genes
bacterianos 16S rRNA mediante los iniciadores 8—F (5'-AGAGTTTGATCITGGCTCA-
37) y 556-R (5'-TGCCAGIAGCIGCGGTAA-3"), que contenia las etiquetas de 10 pb y el
adaptador Lib-L para la plataforma de Roche 454 de pirosecuenciacion (Navarro-Noya y
col., 2013). Los productos de las reacciones de cada muestra de DNA metagendmico fueron
mezcladas para la constitucion de una libreria de productos de PCR (Acinas y col., 2004),
se purificaron utilizando el kit DNA clean and concentrator de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Zymo Research, Irvine, CA, USA) y finalmente se
cuantificaron utilizando PicoGreen dsDNA assay (Invitrogen, Carlsbad, USA) y el

fluoroespectrofotometro NanoDrop™ 3300 (Thermo Scientific NanoDrop).
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El secuenciamiento fue realizado por Macrogen Inc. (DNA Sequencing Service,
Seoul, Korea) utilizando el sistema de pirosecuenciacion Roche 454 GS-FLX Titanium

(Roche, Mannheim, Germany).

Tabla 11. Condiciones para PCR del gen 16S rRNA

Volumen de reaccion:  Ciclo Temperatura (°C) Tiempo min.

25 ul Desnaturalizacion 95 10
inicial
25 Ciclos Temperatura (°C) Tiempo seg.
Desnaturalizacion 95 45
Alineacion 50 45
Extension 72 50
Extension final 72 10 mins.

Cada reaccion contenia 10 mM de cada uno de los cuatro desoxinucleotidos trifosfato, 10 pM de cada uno de
los iniciadores, 0.7 unidades de la polimerasa “Phusion hot start high fidelity” de FINNZYMEZ y 20 ng de
DNA metagenémico como templado.

11.7. Analisis de los datos secuenciados

Se utiliz6 el software QIIME version 1.9.0 (http://www.qiime.org) para el analisis de
los datos de pirosecuenciacion (Caporaso y col., 2010), seleccionando las unidades
taxonomicas operacionales (OTU’s) a un nivel de similitud del 97% utilizando el algoritmo
UCLUST (Edgar, 2010). El alineamiento de las secuencias se realizd6 mediante el algoritmo
PyNAST, con un umbral minimo de identidad del 75% contra la base de datos Greengenes
(http://greengenes.lbl.gov/) (Caporaso et al., 2010), mientras que la eliminacion de
quimeras se realizd mediante el método de deteccion y filtrado Chimera Slayer. La
asignacion taxonomica fue realizada con el clasificador del Ribosomal Data Project (RDP),
utilizando la clasificacion Naive Bayesian, con un minimo de identidad del 80% (Wang et

al., 2007).

11.8. Analisis estadistico
Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA), para determinar el efecto de las
practicas agricolas en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (R Development Core

Team, 2008).
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Se realizo un analisis PERMANOVA, con la finalidad de determinar el efecto de las
précticas agricolas, la adicion de materia organica, asi como el tiempo, en la estructura de
las comunidades bacterianas utilizando las distancias generadas en UniFrac. Ademas, se
realizaron pruebas de ANOVA con la finalidad de determinar el efecto del tratamiento y la
adicion de materia organica con respecto a la abundancia relativa de los distintos grupos
bacterianos a nivel de filo, clase, orden y familia, mediante un analisis GLM (R

Development Core Team, 2008).

Se explor6 mediante un analisis de componentes principales la abundancia relativa de
los diferentes grupos taxondémicos a nivel de filo, orden y género utilizando PCA (R
Development Core Team, 2008). Finalmente se realiz6 una prediccion de las posibles rutas
metabolicas que pudieran estar involucradas en los distintos suelos evaluados (CTCC,
MTCC y MTWC), mediante el software PICRUSt (Langille et al., 2013), basado en analisis
in silico de los genes 16S rRNA y en comparacion con la base de datos KEGG

(Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto).

12. Resultados

12.1. Caracteristicas del suelo

Con treinta afios bajo distintos tratamientos agricolas (Constable et al., 1992), algunas
de las caracteristicas fisicoquimicas han tenido cambios en los suelos utilizados. Una de las
caracteristicas mas remarcables en las que se hace énfasis es en la cantidad de carbono que

puede acumular un suelo, ya que esta cantidad est4 fuertemente ligada a la calidad del suelo

(Kallenbach et al., 2015).

El suelo en el cual se realiza rotacion de cultivo (Trigo-Algodon) y no se realiza
labranza (MTWC) es el que presenta una cantidad significativamente mayor de carbono
organico, con respecto al suelo en el cual se realiza labranza convencional y no se lleva a

cabo rotacion de cultivos (CTCC) (n =3, P <0.05), (Tabla 12).
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La cantidad de carbono que contiene un suelo, puede influir en otras caracteristicas
fisicoquimicas (Fultz et al., 2013), en este caso, la capacidad de retencion de agua se ve
incrementada en el suelo con rotacion de cultivos, labranza minima y cobertura del suelo
(MTWC), con respecto al suelo en el cual no se lleva a cabo rotacion de cultivos, pero si
labranza convencional (CTCC) (n = 3, P < 0.05) (Tabla 12). Las demas caracteristicas

fisicoquimicas no fueron significativamente diferentes.

12.2. Estructura de la comunidad bacteriana en suelos sin adicion de residuos

Se obtuvo un promedio de 11200 secuencias por muestra de suelo, con OTU’s
observadas que van de 137 a 170 (Tabla 13), con un intervalo de diversidad filogenética de
18 a 22 y una riqueza de especies entre 404 y 557. Se tienen observaciones similares para
estos tres indices analizados, en los distintos tratamientos que corresponden a control o
suelo sin adicion, y suelos adicionados con rastrojo de maiz, fibra detergente neutro y urea

como fuente de nitrégeno.

Tabla 12. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo cultivado con diferentes practicas
agricolas del campo experimental ACRI, Narrabri, Australia

Tratamiento pH CE? N C WHC! Arcilla Arena Limo Textura

total®  org.* (USDA)
(g Kg! suelo seco)

MTCC*® 7.2 0.13 0.97 8.3 510 360 470 170 Arcillo-

(0.09)" (0.01) (0.12) (0.48)  (60) (100) (70)  (40) arenoso

MTWCs 7.2 0.31 1.02 9.3 530 340 510 150  Arcillo-
(0.09) (0.15) (0.12) (1.35) (30) (80) (90)  (65) arenoso-

limoso
CTCCh 7.4 0.14 0.86 6.7 430 260 580 155  Arcillo-

(0.03) (0.02) (0.06) (0.18) (10) (30) (40) (60)  arenoso-
*CE: Conductividad electrolitica
® Nitrogeno total
¢ Carbono organico
dWHC: Capacidad de retencion de agua
¢*MTCC: Camas permanentes, labranza minima, monocultivo de algodén
fValores entre paréntesis es la media de tres parcelas (n =3)
EMTWC: Camas permanentes, labranza minima, rotacion trigo-algodon
" CTCC: Camas convencionales, labranza convencional, monocultivo de algodon
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Tabla 13. Parametros de la diversidad alfa

Residuo Tratamiento Numero de Diversidad Riqueza de OTU’s
aplicado secuencias  filogenética especies observadas
(Chaol)
Control CTCC 12442 21.95(2.3)* 506 (115) 162 (18)
MTCC 10308 22.86 (1.9) 553 (176) 170 (16)
MTWC 10147 21.81(2.2) 540 (153) 162 (17)
Rastrojo de CTCC 11189 18.13 (4.1) 413 (172) 137 (39)
maiz MTCC 12541 19.17 (3.7) 438 (98) 148 (33)
MTWC 12754 18.21 (3.5) 404 (143) 138 (35)
Fibra CTCC 10382 18.75 (3.1) 419 (135) 139 (31)
detergente  MTCC 10061 20.26 (2.5) 464 (119) 147 (26)
neutro MTWC 11284 20.05 (2.4) 446 (139) 148 (26)
Urea CTCC 11412 18.89 (4.4) 466 (178) 137 (45)
MTCC 10965 20.67 (3.6) 557 (225) 151 (38)
MTWC 10980 18.21 (3.5) 421 (143) 134 (46)

? Valores entre paréntesis corresponden al error estandar de la media

Se encontraron un total de 24 phyla distintos (Figs. 20-22),

entre los cuales, 15

representan a < 1% del total de las secuencias. En los suelos que no tuvieron adicion de
ningln residuo (Tabla 14), se determind que la abundancia relativa del filo Bacteroidetes
(3.4%), fue significativamente mayor (n = 3, P < 0.01), en el suelo que se realiza
monocultivo y labranza minima, suelo MTCC, en comparacion con el suelo en el que se

realiza rotacion de cultivo, suelo MTWC con un 2.0%.

El filo Nitrospirae por el contrario, presenta un comportamiento opuesto, ya que
determind una diferencia significativa (n = 3, P < 0.01) en el suelo MTWC, con labranza
minima pero con rotacion de cultivo con un 2.1%, en comparacién con el suelo en el cual

se lleva a cabo labranza minima pero con monocultivo de algodon, suelo MTCC (1.2%).
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Fig. 20 Abundancia relativa de los phyla encontrados en los suelos de ACRI, Australia, correspondientes a
CTCC, suelo sin adicion (Ctrl), con residuo de fibra detergente neutro (FDN), rastrojo de maiz y urea.
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Fig. 21 Abundancia relativa de los phyla encontrados en los suelos de ACRI, Australia, correspondientes a
MTCQC, suelo sin adicion (Ctrl), con residuo de fibra detergente neutro (FDN), rastrojo de maiz y urea.
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Fig. 22 Abundancia relativa de los phyla encontrados en los suclos de ACRI, Australia, correspondientes a
MTWC, suelo sin adicion (Ctrl), con residuo de fibra detergente neutro (FDN), rastrojo de maiz y urea.

Tabla 14. Efecto de las practicas agricolas (Practica convencional (CTCC),
Agricultura de conservacion sin rotacion (MTCC) y con rotacion (MTWC) en la
abundancia relativa de diferentes grupos bacterianos en suelo sin adicion de
residuos incubados aerébicamente por 56 dias

Filo

La abundancia relativa de los grupos
bacterianos fue mayor en el tratamiento de
agricultura convencional CTCC que en el
tratamiento de agricultura de conservacion
MTWC

La abundancia relativa de los grupos
bacterianos fue mayor en el tratamiento de
agricultura convencional MTWC que en el
tratamiento de agricultura de conservacion
CTCC

Acidobacteria

Actinobacteria

Chloroflexi
Proteobacteria

Acidobacteria 5*, Acidobacteria 6*,
iiil_15%,

Thermoleophilia**, Actinomycetales*,
0319 _7L14*, Gaiellales**, C111%,
Intrasporangiaceae*, Nocardioidaceae**,
Gaiellaceae*, Streptomycetaceac*

Gitt GS 136*, S085*
Syntrophobacterales**, Rhizobiaceae*

Chloracidobacteria*, RB41*

SBR1031*

Filo

La abundancia relativa de los grupos
bacterianos fue mayor en el tratamiento de
agricultura convencional MTCC que en el

tratamiento de agricultura de conservacion
MTWC

La abundancia relativa de los grupos
bacterianos fue mayor en el tratamiento de
agricultura convencional MTWC que en el
tratamiento de agricultura de conservacion
MTCC

Bacteroidetes*

Proteobacteria

Nitrospirae*

Cytophagales**, Cytophagaceae**,
Cytophagia**

Alphaproteobacteria*, Caulobacterales**
Rhodobacterales*, Sphingomonadales**,
Burkholderiales*, Spirobacillales*,
Caulobacteraceae**, Rhodobacteraceae*,
Sphingomonadaceae**

Nitrospira*, Nitrospirales*, 0319 6A2*

* Significancia a P <0.01, ** Significancia a P <0.001
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Las practicas de cultivo contrastantes, agricultura de conservacion MTWC (rotacion
de cultivos, retencion de residuos y camas permanentes sélo con reformacion de camas
cuando es necesario, y agricultura convencional CTCC (monocultivo de algodoén,
incorporacion de residuos mediante labranza convencional), tienen efecto sobre distintos

grupos bacterianos a diferentes niveles.

De la misma forma, la practica agricola en la que se realiza labranza minima, pero
con la incorporaciéon de residuos mediante la labranza y monocultivo de algodon (MTCC),
en comparacion con la agricultura de conservacion, tienen efectos sobre distintos grupos

bacterianos a distintos niveles.

Dentro de los grupos en los cuales existe un mayor efecto significativo se encuentran
el orden de Gaiellales (Actinobacteria), con un 3.2% de abundancia relativa en la
agricultura convencional en comparacion de un 1.4% de abundancia relativa en la
agricultura de conservacion (n = 3, P < 0.001), mientras que el orden de Actinomycetales
es observado en un 8% en la agricultura convencional en comparacion con la agricultura de
conservacion en un 7.1% (n = 3, P < 0.01). De la misma manera pero con un 3.2% de
abundancia relativa se encuentra la familia Rhizobiaceae en la agricultura convencional, y
en la agricultura de conservacion se obtiene una abundancia relativa del 2.1% (n =3, P <

0.01).

Otra familia que tiene alta significancia es Nocardioidaceae con un 1.6% de
abundancia relativa en el tratamiento CTCC en comparacion de un 0.9% de abundancia

relativa para MTWC (n =3, P <0.001).

La rotacion de cultivos también tiene efectos en algunos grupos bacterianos a
diferentes niveles al comparar la agricultura donde se utiliza labranza minima pero

incorporando residuos mediante labranza minima (MTCC), y la agricultura de conservacion

(MTWC).
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El filo Proteobacteria predomina en la practica MTCC con diferentes 6rdenes como
Caulobacterales, Sphingomonadales con una abundancia relativa del 1.7% y 1.4% en
comparacion de un 0.8% y 0.5% en la practica de MTWC respectivamente (n = 3, P <
0.001), mientras que las familias Caulobacteraceae y Sphingomonadaceae presentan una
significancia mayor con una abundancia relativa del 1.7% y del 1.0% en la practica
agricola de MTCC en comparacidon con la practica agricola MTWC con abundancias

relativas del 0.01% y 0.3% respectivamente (n =3, P <0.001).

El grupo de Bacteroidetes es otro filo bacteriano en el cual su significancia es mayor
en la practica MTCC con un 3.4% de abundancia relativa en comparacion con MTWC, en
la cual presenta una abundancia relativa del 2.0% (n =3, P <0.01). El orden Cytophagales
y la familia Cytophagaceae tienen una significancia mayor en la agricultura MTCC con una
abundancia relativa del 1.2% y 1.4% respectivamente, en comparacion con una abundancia
relativa del 0.5% y 0.8% respectivamente para la agricultura de conservacion (n =3, P <
0.001).

Pocos grupos bacterianos presentan una significancia mayor en la agricultura de
conservacion (MTWC) en comparacion con la practica agricola con labranza minima y
monocultivo (MTCC). El filo en el cual se observa mayor grado de significancia es
Nitrospirae con una abundancia relativa del 2.1% para MTWC y del 1.2% para MTCC (n =
3, P>0.001).

Dentro de la clase Nitrospira con una abundancia relativa significativamente mayor
del 5.3% para MTWC y del 3.1% para MTCC (n =3, P <0.001), el orden de Nitrospirales
es significativamente mayor para MTWC con una abundancia relativa del 2.1% y de un
1.0% para MTCC (n =3, P <0.001), dentro de este mismo orden, la familia 03196A2 es
significativamente mayor en MTWC con una abundancia relativa del 1.0% y del 0.4% para

MTCC (n=3, P <0.001).
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12.3. Aplicacion de la materia organica

La aplicacion de materia orgénica fue la misma que en el ensayo previamente descrito
para los suelos de “El Batan”, Texcoco, Estado de México, México (Tabla 7). La emision
de COs se ve incrementada de manera significativa (Tabla anexol) en todos los suelos con
la adicion de rastrojo de maiz, con el mayor incremento entre los dias 14 y 28. El
tratamiento en el que se adiciona urea, tiene una emision similar al tratamiento al cual no se

adiciono ningun residuo (Figuras anexo 2-4).

La aplicacion de materia orgdnica en el suelo cultivado bajo labranza minima,
incorporacion de residuos durante la labranza y monocultivo de algodén (MTCC), tiene un
efecto menor en la abundancia relativa de los grupos bacterianos en comparacion con la

agricultura de conservacion (MTWC) y agricultura convencional (CTCC) (Tabla 15).

En el suelo MTWC, al aplicar el residuo de rastrojo de maiz, la abundancia relativa
del filo Actinobacteria se incrementa significativamente con un 27.1% en comparacion con
la adicion de urea y del control con un 13.1% y 13.2% respectivamente (n = 3, P <
0.0001). En el suelo con labranza minima y monocultivo de algodon (MTCC), también se
incrementa significativamente la abundancia relativa de Actinobacteria cuando se adiciona
residuo de maiz en comparacion con el suelo sin adicion, con una abundancia relativa del

24.3% y 14.6% respectivamente (n =3, P <0.001).

En el caso del filo Chloroflexi, su abundancia relativa se ve reducida
significativamente en todos los suelos cuando se aplica rastrojo de maiz en comparacion
con el suelo control, con abundancias relativas de CTCC = 12.5%, MTWC = 12.2% y
11.5% para MTCC, mientras que en el suelo sin adicion su abundancia relativa

correspondié a CTCC = 6.4%, MTWC =7.1% y 6.3% (P < 0.0001).

Un decremento en la abundancia relativa del filo Acidobacteria ocurre de manera
significativa en los suelos CTCC cuando se aplica rastrojo de maiz, con abundancia relativa

de 14.8% para este suelo sin adicion y de 8.3% para el suelo con adicion (n =3, P <0.01),
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mientras que en el suelo MTWC, el decremento va de 15.1% a 9.3% cuando se adiciona

rastrojo de maiz (n =3, P <0.01).

El orden de los Actinomycetales presenta incrementos significativos en la abundancia
relativa en suelo MTWC y CTCC cuando se le aplica rastrojo de maiz y FDN. La
abundancia relativa de Actinomycetales va de 20.5% con la adiciéon de rastrojo de maiz a
5.8% en suelo MTWC sin adicion (n = 3, P < 0.001), mientras que en comparacion con la
adicion de urea también es posible determinar un incremento significativo de este orden,
con una abundancia relativa de 20.5% en suelo con adicion de rastrojo y de 4.9% cuando se

adiciona urea (n =3, P>0.001).

En el suelo que corresponde a agricultura convencional (CTCC), la abundancia
relativa va de 18.6% a 7.7% cuando se adiciona rastrojo de maiz en comparacion con el
suelo sin adicion respectivamente (n = 3, P < 0.001), asi como una abundancia relativa de

18.6% para suelo con rastrojo de maiz y de 5.6% cuando se adiciona urea (n = 3, P <

0.001).

Cuando se adiciona fibra detergente neutro, la abundancia relativa de
Actinomycetales se incrementa significativamente con respecto al tratamiento al cual no se
adiciona residuo, asi como al que se adiciona urea, con una abundancia relativa de 18.4%
cuando se adiciona fibra y de 5.8% en el suelo sin adicion que corresponde a MTWC

respectivamente (n =3, P <0.001).

En el suelo MTCC (Tabla 16), la abundancia relativa de Actinomycetales va de
15.5% cuando se adiciona FDN en comparacion con el control (7.0%) y de 7.8% cuando se
adiciona urea (n = 3, P < 0.001). En el suelo con agricultura convencional (CTCC), la
abundancia relativa se incrementa significativamente con la adicion de FDN, con una
abundancia relativa de 18.4%, con respecto al control (7.7%), asi como una abundancia

relativa de 5.6% con respecto a la adicion de urea (n =3, P <0.001).
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Dentro del filo Proteobacteria, el orden Enterobacteriales es significativamente mayor

en el suelo MTWC cuando se adiciona rastrojo de maiz, con una abundancia relativa de

2.0% en comparacion con la abundancia relativa de 0.3% cuando se adiciona urea y de

0.2% cuando se adiciona fibra (n =3, P <0.001).

El grupo de Burkholderiales contrario a lo que sucede con Enterobacteriales,

disminuye significativamente con la adicion de FDN en el suelo MTCC (Tabla 15) con una

abundancia relativa de 7.0% en el suelo sin adicion y de 4.1% en el suelo con la adicion de

fibra detergente neutro (n = 3, P < 0.01). El grupo de Xanthomonadales tiene un

incremento significativo en si abundancia relativa cuando se adiciona rastrojo de maiz con

respecto a la adicion de urea en el suelo con agricultura convencional (CTCC) con una

abundancia relativa de 6.4% y de 2.4% respectivamente (n =3, P <0.01).

Tabla 15. Efecto de la aplicacion de residuo de maiz, FDN y urea en la abundancia
relativa de los grupos bacterianos en suelos incubados aerébicamente por 56 dias.
Los grupos bacterianos mostrados fueron significativamente afectados por la
aplicacion de residuos en los suelos con distintas practicas agricolas en
comparacion con el suelo sin adicion

Residuo Agricultura convencional (CTCC) Agricultura de conservacion (MTWC)

M>C Actinobacteria*** Actinomycetales***, Actinobacteria*** Actinomycetales***,
Micrococcaceae**, Streptophyta**, Enterobacteriales™**,
Promicromonosporaceae**, Micrococcaceae*,
Streptosporangiaceac**, Moraxellaceae**

F>C Actinobacteria*, Actinobacteria**,
Actinobacteria_c_Actinobacteria***, Actinobacteria_c_Actinobacteria***,
Actinomycetales*** Actinomycetales***,

Nocardiaceae™**

A>C NB1j**

M>F Xanthomonadales***, Streptophyta*,
Streptosporangiaceae* Streptomycetaceae***

M>A Actinobacteria_c_Actinobacteria***, Actinobacteria®***,

Actinomycetales***  Xanthomonadales**,  Actinobacteria c_Actinobacteria***,
Micrococcaceae™**, Actinomycetales™**, Streptophyta*,
Streptosporangiaceae™* Enterobacteriales***,

M>A=C Streptomycetaceae***

M=F>A Nocardioidaceae**

M=F> A= Streptomycetaceae™*

C

M=F>C Nocardioidaceae**

M=F>C= Streptomycetaceac™**

A Contintia en la siguiente pagina

F>A Actinobacteria**, Actinomycetales***, Actinobacteria**, Nocardiaceae***,
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Actinobacteria_c_Actinobacteria***, Actinomycetales***,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria***

F=M> A= Streptomycetaccac*

C

F=M>A Nocardioidaceae***

F=M>A Nocardiaceae*

C>M Gaiellaceac***, Syntrophobacterales**, Anaerolineae*, Chloracidobacteria*,
envOPS12**  Gaiellales***, DS 18%, Chloroflexi***, Acidobacteria*
Deltaproteobacteria®**, Anaerolineae™**,

Thermoleophilia***, iiil 8**,
Chloroflexi***, Acidobacteria*
C>F Acidobacteria c iiil 8% DS 18%*, Chloroflexi**, Deltaproteobacteria®,
Anaerolineae*, Chloracidobacteria*,

C>A Chloroflexi*, envOPS12%,

A>M NBI1 j*, Thermoleophilia**

A>F Entotheonellales*, CPla 3*

* Significancia a P < (.01, ** Significancia a P < 0.001, *** Significancia a P <0.0001

Tabla 16. Efecto de la aplicacion de residuo de maiz, FDN y urea en la abundancia
relativa de los grupos bacterianos en suelo MTCC incubado aerdbicamente por 56
dias. Los grupos bacterianos mostrados fueron significativamente afectados por la
aplicacion de residuos en los suelos con distintas practicas agricolas en comparacion
con el suelo sin adicion

Residuo Agricultura con labranza minima incorporando residuos en la labranza y
monocultivo de algodon (MTCC)

A>C Firmicutes ¢ Clostridia_o_Clostridiales f Veillonellaceae™*

A>M Firmicutes ¢ Clostridia o Clostridiales f Veillonellaceae™*

C>A Proteobacteria_c_Betaproteobacteria™*,
Proteobacteria_c Betaproteobacteria o SC I 84*

C>F Acidobacteria_c iiil 8**  Proteobacteria c Betaproteobacteria®**,
Acidobacteria_c_iiil 8 o DS 18%,
Chloroflexi c_Chloroflexi o AKIW781%*,
Proteobacteria ¢ Betaproteobacteria o*,
Proteobacteria ¢ Betaproteobacteria o Burkholderiales™*

C>M Chloroflexi**, Chloroflexi ¢ Anaerolineae*,
Proteobacteria_c Betaproteobacteria®,
Chloroflexi c_Anaerolineae_o _envOPS12*

F>A Actinobacteria_c_Actinobacteria™*,

Actinobacteria_c_Actinobacteria_o_Actinomycetales**,
Actinobacteria_c¢_Actinobacteria_o Actinomycetales f Mycobacteriaceae™**

Contintia en la siguiente pagina
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F>C Actinobacteria*®, Actinobacteria ¢ Actinobacteria**,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria o Actinomycetales**,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria o Actinomycetales f Mycobacteriaceae®,
Actinobacteria_ ¢ Actinobacteria o Actinomycetales f Streptomycetaceae™

F>M Actinobacteria ¢ Acidimicrobiia®,
Actinobacteria_c_Acidimicrobiia_o_Acidimicrobiales*,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria o Actinomycetales™***,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria_o Actinomycetales f Mycobacteriaceae™**

M>A Actinobacteria_c_Actinobacteria®**,
Actinobacteria ¢ Actinobacteria o Actinomycetales™***,

Actinobacteria_c_Actinobacteria_o_Actinomycetales f Promicromonosporac

eac*

M>C Actinobacteria*, Actinobacteria_c_Actinobacteria®™**,
Actinobacteria_c_Actinobacteria_ o Actinomycetales f Nocardioidaceae*,

Actinobacteria_c_Actinobacteria_o_Actinomycetales f Promicromonosporac

eac*

* Significancia a P < (.01, ** Significancia a P < 0.001, *** Significancia a P <0.0001

12.4. Analisis de componentes principales
Se realizdo un andlisis de componentes principales PCA, tomando en cuenta los
diferentes phyla bacterianos encontrados en los suelos con distintas practicas en campo y la

aplicacion de residuos, rastrojo de maiz, FDN, urea y suelo sin adicion (Fig. 23-26).

Al observar el PCA de los suelos en los cuales no se adiciona ningln tipo de residuos
(Fig. 23), en los suelos control CTCC, MTCC y MTWC, es posible observar que en los
primeros dias del experimento (0, 1 y 3), el filo Proteobacteria, es el que se encuentra
separado de los demads tratamientos con un PC1 positivo al dia 3, mientras que los demas
phyla a excepcion de Firmicutes (PC2 positivo), Actinobacteria y Gemmatimonadetes con

un PC2 negativo, se encuentran concentrados muy cerca uno del otro.

Al observar los PCA’s de los suelos agricolas cuando se adiciona rastrojo de maiz
(Fig. 24), asi como FDN (Fig. 25) y urea (Fig. 26), los phyla bacterianos se agrupan de
manera muy semejante al suelo control, pero con a peculiaridad de que Proteobacteria se

agrupa con un PC1 negativo para urea y FDN, y un PCI1 positivo con rastrojo de maiz al
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igual que el suelo control. Sin embargo, le filo bacteriano que no cambia su
comportamiento respecto al control es Actinobacteria, con un PC2 negativo cuando se
adiciona alguno de los tres residuos. Otro filo que se separa al adicionar urea, rastrojo de
maiz y FDN con un PC2 positivo, es Acidobacteria, que en el suelo control, se encuentra
concentrado en el centro con la mayoria de los phyla, mientras que el filo de Firmicutes se

concentra con los demas phyla.

Entre los dias 7 y 14 del experimento, en los tratamientos con rastrojo de maiz y
FDN, la mayoria de las observaciones de los distintos suelos se encuentra de manera
dispersa en el PCA, a los dias 28 y 56, la mayoria de las observaciones se separan hacia el
filo Acidobacteria, principalmente en los suelos con rastrojo de maiz. Mientras que en el

tratamiento con urea, la separacion de Acidobacteria es aproximadamente al dia 14 y 28 del

experimento.
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También se realiz6 un PCA a nivel de clase, orden y familia, comparando el suelo de
practica convencional (CTCC) con practica de conservacion con y sin rotacion de residuos
(MTWC y MTCC, respectivamente) sin la adicion de residuos. A nivel de Clase (Fig.
anexo 5), se observan Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria,
todos estos pertenecientes al filo Proteobacteria, se separan del resto de las Clases con PC1
positivos, y PC2 positivo para Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria, mientras que

el PC2 es negativo para Betaproteobacteria.

La Clase de Bacilli, perteneciente al filo Firmicutes también se separa del resto de los

ordenes con un PC2 y PC1 positivos.

A nivel de orden (Fig. Anexo 6), se mantienen la separacion de los mismos grupos,
Bacillales, perteneciente a la clase Bacilli con PC1 positivo y Oceanospiralles,
perteneciente a Gammaproteobacteria con PC1 negativo, ambos con un PC2 positivo. El

orden de Rubrobacterales también se separa de los demas con un PC1 y PC2 positivo.
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A nivel de familia (Fig. Anexo 7), Halomonadaceae (PC1 negativo, PC2 positivo),
Rubrobacteraceae (PC1 y PC2 positivos), y pertenecientes al orden Bacillales, las familias
Bacillaceae y Planococaceae con PCI1 positivo y PC2 negativos, son los grupos que se

separan del resto de las familias al analizar el PCA de este nivel.

Cuando se realiza el analisis PCA a estos mismos niveles, pero tomando en cuenta la
adicion de residuos, se observa que, de manera similar al PCA realizado a nivel de filo, la

separacion de los grupos bacterianos esta dado principalmente por el tiempo.

El anélisis PERMANOVA, indica que los distintos tratamientos en suelo no tienen
efectos significativos sobre la estructura de la comunidad bacteriana, la aplicacion de
materia organica tiene poco efecto sobre la comunidad bacteriana, mientras que el tiempo
de incubacion es el factor que modifica significativamente la estructura de la comunidad

bacteriana (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis PERMANOVA para determinar las diferencias entre
practicas agricolas, adicion de materia organica y tiempo de incubacion
utilizando distancias UniFrac

Comparacion Tratamiento Valor F Valor P
CTCC vs MTCC vs MTWC 3.06 0.059
Aplicacion de material organica CTCC 2.60 0.026
MTCC 3.44 0.014
MTWC 2.94 0.019
Tiempo de incubacion CTCC 4.77 0.001
MTCC 4.07 0.001
MTWC 4.42 0.001

CTCC: Labranza convencional, sin rotacion e incorporacion de rastrojo mediante labranza;
MTCC, Labranza minima, sin rotacién e incorporacion de rastrojo mediante labranza;
MTWC, Labranza minima, rotacion trigo-algodon y retencion de residuos en la superficie.

12.5. Aproximacion de la funcionalidad metabélica en los suelos CTCC, MTCC
y MTWC
De manera adicional a este ensayo, se realizé una exploracion in silico, mediante el

software PICRUSH, el cual nos permitié observar algunas de las principales actividades
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metabodlicas que pudieran estar involucradas en los diferentes suelos con las distintas

practicas de manejo (Figs. 27-29).
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Fig. 27 Principales actividades metabolicas posiblemente involucradas en el suelo CTCC.

Al realizar las predicciones metabdlicas que nos permite el software PICRUSt, en
comparacion con la base de datos KEGG, es posible encontrar en los tres suelos utilizados
para este ensayo, actividades metabdlicas asociadas principalmente al transporte
membranal bacteriano, en una misma proporcidon que el metabolismo de aminoacidos asi
como de carbohidratos. En menor proporcidn, se encuentran rutas metabolicas asociadas al
a replicacion y reparacion de DNA y/o RNA, asi como el metabolismo energético en
tas metabolicas predichas mediante este software estd relacionada
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Fig. 29 Principales actividades metabdlicas posiblemente involucradas en suelo MTWC

iscusion

13.D

13.1. Caracteristicas del suelo

La cantidad de carbono orgénico en el suelo donde se retienen los residuos en la

superficie y se realiza rotacion trigo-algodon, suelo MTWC, presenta una cantidad de
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carbono organico significativamente mayor a los suelos en los que a pesar de que los
residuos se incorporan en el suelo cuando se realiza la labranza, suelos CTCC y MTCC. De
la misma manera, la capacidad de retencion de agua esta ligado a la cantidad de carbono

orgénico que esta contenida en un suelo.

Se ha reportado que la retencion de residuos en la superficie de los suelos agricolas,
permite que se incremente el contenido de carbono organico en el suelo, en comparacioén
con suelos en los que se realiza la incorporacion de los residuos mediante la labranza
(Panettieri et al., 2015). Por otro lado, al realizar labranza de manera continua, produce el
rompimiento de los agregados del suelo, lo que puede exponer la materia orgénica que haya
sido incorporada, haciéndola disponible para los microorganismos y que su mineralizacion

sea mas rapida (Chivenge et al., 2007).

13.2. Mineralizacion de la materia organica

La emision de CO; cuando se aplica residuo de rastrojo de maiz es mayor en la
incubacidn aerobia por 56 dias en los suelos CTCC, MTCC y MTWC, en comparacion con
los suelos en los que se adiciona FDN, urea y con el suelo control. A su vez, los suelos con
adicion de FDN tienen una emision mayor en comparacion con los suelos sin adicion y con
adicion de urea. La emision de CO2 de los suelos con adicion de urea es similar a la
determinada en los suelos sin adicion, ya que una menor proporcion de bacterias pueden
hacer uso directo de la urea para utilizarla en su metabolismo, y la materia organica
disponible estard dada por la contenida en el suelo, similar a la encontrada en el suelo
control. Al analizar los suelos donde se adiciono urea, no se observo la presencia de grupos
que se favorecieran fuertemente por esta adicion o que tuvieran una relacion estrecha en los

ciclos del nitrogeno.

La tasa de mineralizacion de la materia organica depende de la composicion de esta y
del contenido de C y N (Parnas, 1975; de la Cruz-Barron et al., 2016). La materia organica
aplicada en este ensayo es de facil descomposicion, ya que estd constituida por residuos de

maiz de plantas jovenes, en el caso del rastrojo de maiz, constituido por carbohidratos de
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cadenas cortas y proteinas, ademas de (hemi) celulosa y lignina, las cuales pueden ser
mineralizadas mas rapido que la FDN, que estd constituida principalmente por (hemi)

celulosa y lignina en menor proporcion (Benbi y Khosa, 2014).

13.3. Abundancia relativa de grupos bacterianos

Los suelos agricolas presentan una gran cantidad de perturbaciones, pudiendo
presentar variabilidad en el contenido de materia organica, contenido de nitrégeno,
contenido de agua etc. En general, el comportamiento de ciertos grupos bacterianos con
respecto a la teoria puede llegar en ciertos puntos a ser ambiguo, ya que dentro de los
diferentes phyla, podemos encontrar una gran cantidad de bacterias que pueden realizar las

funciones muy diversas.

En este experimento, no fue posible determinar grupos especificos para los distintos
tipos de agricultura, ya que estos fueron afectados principalmente por la adiciéon de los

diferentes residuos, o por el efecto del tiempo en la incubacién aerobia.

La abundancia relativa de los phyla en suelos sin adicién de residuos estuvo
dominada principalmente por Actinobacteria en el suelo de agricultura convencional
(CTCC). Este tipo de practica y por la manera en que son incorporados los residuos en el
suelo, favorecen a los microorganismos colonizadores, aquellos que se encuentran en

condiciones de alta disponibilidad de nutrientes.

Algunos filotipos relacionados a Actinobacteria se encontraron en proporciones
significativas en el suelo de agricultura convencional, en comparacion al suelo de
agricultura de conservacion, entre ellos, Streptomycetaceae, familia que se encuentra en la
mayoria de los suelos, y que tienen importancia bioldgica por la posibilidad de extraer
metabolitos secundarios, principalmente con actividad antibidtica (Labeda et al., 2012), asi
Nocardioidaceae, familia que puede encontrarse en la mayoria de los suelos, ya que tiene la
capacidad de degradar una amplia gama de compuestos tanto de facil como de dificil

degradacion (Jung-Hoon y Yong-Ha, 2006).
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En el filo Actinobacteria, se han descrito diversas especies con capacidades
metabolicas para degradar compuestos celulosicos asi como lignina (Suela-Silva et al.,
2013), residuos que se encuentran facilmente en los suelos agricolas. Ya que en este tipo de
suelos, ademés de realizar labranza convencional, se incorporan los residuos agricolas, se
facilita en gran manera el contacto de los microorganismos con la materia orgéanica, y por lo
tanto su mineralizacion, razon por la cual, a pesar de que se incorpore de manera rutinaria
el rastrojo agricola, el contenido de carbono sea menor si se compara con el suelo con

agricultura de conservacion (MTWC).

Ya que las practicas agricolas pueden modificar las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo, en este ensayo fue posible determinar que, en la agricultura de conservacion, el
contenido de carbono en suelo, es significativamente mayor (9.3 g kg') que en el
tratamiento de agricultura convencional (CTCC) (6.7 g kg'), y de igual manera se vio
reflejado en la capacidad de retencion de agua, con 530 g kg ™! para el suelo MTWC, y de
430 g kg! para el suelo CTCC. Estos cambios en las caracteristicas fisicoquimicas, son
suficientemente importantes, para modificar la abundancia relativa de diversos grupos

microbianos a diferentes niveles taxonomicos.

Si bien, en este ensayo no se observa un gran numero de grupos taxondmicos
afectados por las précticas agricolas, la adicion de residuos, asi como el tiempo, son los

factores que definen la estructura bacteriana en este tipo de suelos.

Por un lado, la agricultura convencional, la cual incorpora los residuos en el suelo,
permite que exista una gran cantidad de materia organica facilmente disponible para los
microorganismos del suelo, sin embargo, esto propicia una rapida mineralizacién. En la
agricultura de conservacion (MTWC), la incorporacién de materia organica es de manera
paulatina, por lo que de manera muy probable, puede convertirse en acidos hiimicos, que

pueden ser mas complejos para poder ser degradados por los microorganismos.
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Cuando se adicion¢ rastrojo de maiz, se afectd positivamente a la abundancia relativa
del orden Actynomicetales en los tres suelos utilizados para este ensayo, lo que confirma
que, filotipos pertenecientes a Actinobacterias se ven beneficiados por ambientes ricos en

nutrientes (Eichorst y Kuske, 2012).

Otro filo que se afecta de manera positiva por la adiciéon de rastrojo de maiz, es
Proteobacteria, sin embargo, los filotipos asociados, son menor en numero si se compara
con Actinobacteria. El filo Proteobacteria ha sido considerado muy versatil en cuanto a
actividades metabdlicas, ya que puede responder de manera significativa cuando se

adicional alguna fuente de carbono (Fierer et al., 2007).

El grupo de Enterobacteriales, perteneciente a Gammaproteobacteria, es
significativamente mayor cuando se adiciona rastrojo de maiz en el suelo de agricultura de
conservacion, mientras que Burkholderiales, perteneciente a Betaproteobacteria, se ve
afectado significativamente cuando se adiciona fibra detergente neutro. De ahi que existan

reportes en la gran variacion que puede presentar el filo Proteobacteria.

Por otro lado, el grupo Deltaproteobacteria, tiene un aumento significativo en su
abundancia relativa con la adicion de urea en el suelo con practica convencional, y es
afectado negativamente cuando se adiciona rastrojo de maiz, confirmando que no se ve
favorecido por la adicion de compuestos de facil asimilacion como el rastrojo de maiz (de
Gannes et al., 2013). En este sentido, la adicion de urea no presenta un efecto significativo

en algin grupo bacteriano, salvo el descrito para Deltaproteobacteria.

La adicion de FDN, tiene efecto similar al que se observa cuando se adiciona rastrojo
de maiz, el nimero de grupos bacterianos es menor, pero sigue el mismo patron, afectando
significativamente y de manera positiva al filo Actinobacteria principalmente, pero en este
caso, el efecto es mas evidente en suelo con agricultura convencional, confirmando que este

filo y los grupos asociados a este, se ven favorecidos por ambientes ricos en nutrientes.
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13.4. Analisis de Componentes Principales a nivel de filo en suelos sin adicion de
residuos

El anélisis PCA no separa a todos los grupos bacterianos a nivel de filo, de igual
manera que el analisis GLM vy el andlisis PERMANOVA, los distintos tratamientos
agricolas tienen poco efecto sobre las comunidades bacterianas. El mayor efecto se observa

cuando se adiciona algun residuo asi como por efecto del tiempo de incubacion.

A partir del tercer dia de incubacion, el PCA a nivel de filo el grupo Proteobacteria se
separa de los demas. Este patron se conserva al realizar PCA a nivel de Clase, Orden y
Familia. La clase Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria se
separan de las demds clases a este nivel. Hay que tomar en cuenta que este filo
(Proteobacteria), siempre se encuentra dentro de los mas abundantes en suelo (Ros et al.,
2014), y se le ha observado responder de manera positiva cuando se adiciona una fuente de
carbono de facil asimilacion (Fierer et al., 2007). Dentro de este mismo contexto, el filo de
Firmicutes otro filo que presenta alta abundancia en suelos (Ros et al., 2014), se separa de

los demas filos.

Cuando se observa el PCA a nivel de Orden, Bacillales (perteneciente al filo
Firmicutes y Clase Bacilli), es uno de los pocos grupos que se separa del resto de o6rdenes.
De manera similar, el Orden Rubrobacterales es otro grupo que se separa de los demas.
Este orden ha sido reportado en diferentes ambientes, incluyendo suelos (Jurado et al.,
2012), el encontrar este tipo de bacterias es de gran importancia en diversos suelos, ya que
se le ha asociado a la produccion de cierto tipo de antibidticos, y se ha reportado su

presencia en suelos con labranza convencional (Schlatter et al., 2009; Souza et al., 2013).

El Orden de Oceanospiralles es otro de los grupos que se separa en el PCA a este
nivel filogenético. Este grupo bacteriano ha sido reportado en suelos contaminados con
hidrocarburos, ya que tiene el potencial de degradar compuestos xenobioticos (Li et al.,
2015). Otros reportes indican que su presencia en suelos, puede tener un caracter protector

en la rizosfera de maiz, y funcionar como un microorganismo protector de las plantas
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(Prasanna et al., 2016). Este grupo bacteriano se separa de los demds en los tres tipos de
suelos analizados mediante componentes principales, por lo que es importante reportar este

hallazgo en estos suelos agricolas.

Finalmente, a nivel de familia, se mantiene el patron con relacion a los grupos
bacterianos a nivel de Clase y Orden, ya que Hallomonadaceae, junto con
Rubrobacteraceae, Bacillaceae y Planococcaceae, son los grupos que se separan de manera

clara de los demas al observar el PCA a nivel de familia.

La familia Planococcaceae ha sido reportada principalmente en suelos con labranza
minima o suelos agricolas sin labranza (Caesar-TonThat et al., 2010), ademds se ha
reportado que esta Familia se le ha descrito como degradadora de compuestos recalcitrantes
en distintos ambientes, por lo que su presencia en este tipo de suelos puede ayudar a la

mineralizacion de nutrientes con cadenas largas de carbono (Caliz et al., 2011).

13.5. Analisis de Componentes Principales a nivel de filo en suelos con adicion de
residuos

Cuando se observa el andlisis de componentes principales a nivel de filo, con la
adicion de rastrojo de maiz, FDN y urea en los suelos CTCC, MTCC y MTWC, es posible
determinar que en los tres suelos, existen pocos grupos que se ven afectados directamente
por las distintas practicas, es decir, por la labranza, por la rotacion o por la incorporacion o

no de los residuos agricolas.

De manera general, los phyla Proteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria, son los
principales grupos que logran separarse. Es importante sefialar que en los tres suelos se
separan casi de la misma forma. Otro grupo que se separa pero de manera menos evidente

que los tres anteriormente descritos, es el filo Firmicutes.

La separacion del filo Proteobacteria se realiza n los primeros dias de la incubacion

aerobia, de manera similar en los tres suelos analizados. Seguramente por la diversa
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actividad funcional que puede encontrarse en este filo bacteriano. Acidobacteria se separa
preferentemente en los Ultimos dias de la incubacion. Previamente se ha descrito que este
grupo bacteriano se ve favorecido en ambientes donde la cantidad de nutrientes es escasa.
Mientras que el grupo Actinobacteria se ve favorecido en ambientes ricos de materia
organica, y su separacion en el PCA se observa en los dias intermedios de la incubacion,

aunque no es una separacion franca.

13.6. Exploracion in silico mediante PICRUSt

La exploracion bioinformatica continia ganando terreno en la mayoria de las
ciencias, la ecologia microbiana no es la excepcion. Se realizdé la prediccion de rutas
metabolicas utilizando las secuencias del gen 16S rRNA de este ensayo, comparandolas
con la base de datos de KEGG, para de esta manera poder conocer cudles son las rutas
metabolicas que se encuentran de manera principal en este tipo de suelos agricolas. Al
tratarse de secuencias bacterianas, resulta importante sefialar, cuales son las rutas

metabolicas que predominan en este tipo de ambientes.

Al tratarse de ambientes ricos en nutrientes, con cambios y perturbaciones
ambientales, las actividades relacionadas con el transporte de nutrientes y metabolismo
energético son muy importantes en estos ambientes. El metabolismo de compuestos
carbonados resulta esencial para los microorganismos, ya que estdin a expensas de
cantidades en algunos casos menores de nutrientes como en la agricultura de conservacion
por lo antes expuesto, o grandes cantidades de nutrientes, cuando se realiza la labranza y se
incorporan los residuos al suelo.

Cabe senalar, que existen rutas metabolicas para la degradacion de compuestos
recalcitrantes o xenobidticos, por esta razon es importante continuar con la exploracion

microbiana en este tipo de ambientes.
Se ha descrito que en estos suelos, a pesar de que se realizan actividades agricolas

contrastantes, no fue posible observar cambios sustanciales en los grupos bacterianos

analizados. En general, se observan casi los mismos grupos en los tres tipos de suelos. De
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la misma manera que los andlisis descritos anteriormente, la prediccion funcional no fue la
excepcion, ya que la prediccion funcional en los tres tipos de suelo fue semejante entre los

tratamientos analizados.

Un punto importante a recalcar al hacer uso de este tipo de herramientas informaticas,
es que no se requiere realizar ensayos practicos, ya que la informacion se obtiene a partir de

las secuencias ya adquiridas para los ensayos previos.

14. Conclusiones del capitulo 2
Se encontr6 que las practicas agricolas tienen un efecto limitado en la estructura de la
comunidad bacteriana, ya que s6lo un pequefio nimero de grupos bacterianos fue afectado

por los distintos tipos de agricultura.

La aplicacion de materia organica tiene un efecto rapido en la estructura de la

comunidad bacteriana, sin embargo el efecto es limitado.

En este tipo de suelos, se observa que la agricultura convencional favorece a los
microorganismos que tienen la capacidad de responder de manera rapida cuando se tiene
materia orgénica de facil degradacion, predominando fuertemente el filo Actinobacteria y
en menor proporcion, Proteobacteria, mientras que el filo Acidobacteria, aumenta su
abundancia relativa cuando la materia organica de facil degradacién ha sido mayormente

utilizada.

Las diferentes actividades metabdlicas de este tipo de suelos estan ligadas
principalmente a la utilizacion de una gran gama de compuestos, aminoacidos,
carbohidratos y xenobioticos. Este tipo de suelos son una excelente opcion para la

exploracion de fuentes biologicas que permitan mejorar la agricultura en gran medida.

15. Capitulo 3

15.1. Contribucion y prospectivas del trabajo
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Al realizar este proyecto, se tuvo la oportunidad de trabajar con dos ambientes
agricolas distintos, no sélo en cuanto a localizacion geografica, sino también en cuanto a
caracteristicas fisicoquimicas. Ademas, a pesar de que se habla en términos de agricultura
de conservacion, esta se realiza de diferente manera de acuerdo a las necesidades de cada

cultivo, e incluso de acuerdo a necesidades logisticas, ambientales y experimentales.

Los microorganismos del suelo son de vital importancia para la funcién y
sostenibilidad de los agroecosistemas, pues contribuyen en la descomposicion y dinamica
de los nutrientes del suelo. Tratar de entender la relacion que tienen las bacterias de suelos

agricolas con los factores fisicoquimicos no es tarea facil.

Poco a poco y de acuerdo a los antecedentes, se ha hecho una aproximacion a la
estructura bacteriana de los suelos descritos en los dos capitulos anteriores. Los comienzos
describen a los microorganismos cultivables, posteriormente la descripcion se ha realizado
mediante las técnicas disponibles en el periodo correspondiente. Finalmente, en este ensayo
se ha utilizado una aproximacion molecular haciendo uso del pirosecuenciamiento, pero
anadiendo una simulacion a lo que puede estar sucediendo a nivel de campo una vez que
comienza la incorporacion de los distintos residuos agricolas. Es asi como se desarrollaron

las dinamicas de degradacion de distintos sustratos agricolas.

En el capitulo uno, se describe la estructura de la comunidad bacteriana siguiendo la
linea de trabajo del laboratorio de Ecologia de Suelos, haciendo uso de herramientas
bioinformaticas y complementandola con herramientas estadisticas, ademas de integrar las
funciones tedricas descritas para los grupos bacterianos en los que se observaron los

mayores cambios estadisticos.

El segundo capitulo, correspondiente a suelos agricolas australianos, es una
descripcion bioinformadtica y estadistica de suelos que no han sido estudiados en cuanto al
seguimiento de una dindmica de degradacion de sustratos agricolas. Ademas, fue posible

realizar una exploracion de las posibles funciones metabolicas que pueden encontrarse en
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este tipo de suelos, haciendo uso de la informacion que ya se posee en términos de
secuenciamiento. Por lo que para futuros estudios dentro del grupo de trabajo podrian ser

relevantes.

De manera contrastante, los suelos utilizados presentan respuestas muy distintas
cuando se hacen interaccionar con los residuos utilizados. Los suelos de la estacion
experimental del CIMMYT si presentan cambios desde un inicio, es decir, las practicas
agricolas si son capaces de modificar la estructura bacteriana, mientras que la estructura
bacteriana del suelo de la estacion experimental de ACRI, estd definida por la adicion de

los residuos utilizados y en mayor medida por el tiempo de experimentacion.

Ya existen reportes que indican que las practicas agricolas tienen la capacidad de
modificar la comunidad microbiana de los suelos, sin embargo, este ensayo muestra dos
resultados contrastantes. De esta manera se generan nuevas preguntas con respecto a la
modificacion de la estructura bacteriana. ;Qué define que la agricultura de conservacion y
practicas convencionales modifiquen la estructura bacteriana?., ;Cudles son los factores
bioticos o abidticos que modifican la estructura bacteriana o microbiana?., ;Las practicas
agricolas, ya sea de conservacion o convencional pueden ser utilizadas de manera ubicua en

todos los suelos?.

Como siempre, el extraer datos de un ambiente o de un fendémeno bidtico o abidtico
es la tarea mas fécil, como utilizar los datos, explicarlos e interpretarlos es la tarea mas
dificil a la que nos enfrentamos.

Realizar otro tipo de aproximaciones cada vez mads finas, sera una necesidad para
continuar. Por ejemplo, el secuenciamiento de genes y genomas se hace cada vez mas
sencillo, pero el analisis tiende que ser cada vez mas robusto, ademas de que exige un
esfuerzo computacional mucho mayor. Un nuevo nivel de secuenciamiento con el material

genético ya obtenido puede despejar dudas a niveles taxonémicos mas precisos.
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En referencia al parrafo anterior, en este proyecto se ha dejado un poco de lado, a
aquellos grupos bacterianos que tienen poca actividad estadistica, es decir, aquellos que
tienen abundancias relativas menores al 1%, pero que en suma, pueden ser grandes

contribuyentes a los procesos biogeoquimicos de estos agroecosistemas.

Para futuras exploraciones, se puede trabajar inicamente con los grupos bacterianos
de baja abundancia, se tendra que hacer uso de herramientas matematicas o estadisticas,
que permitan visualizar de la manera mas sencilla sus interacciones fisicas o quimicas en

este tipo de agroecosistemas.

Por otro lado, el uso de marcadores moleculares especificos, como aquellos
involucrados en el ciclo del nitrégeno, carbono-metano y fésforo, podrian ayudar a la
comprension de las interacciones bioquimicas y bioldgicas en este tipo de agroecosistemas.
Ademas, podria colaborar en explicar que esta sucediendo con los grupos que son de baja
abundancia relativa, pero que, de nueva cuenta, en suma pudieran ser grandes
contribuyentes a los procesos de mineralizacion-inmovilizaciéon de nutrientes en los

diferentes ciclos biogeoquimicos.
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19. Anexo de determinaciones fisicoquimicas

Determinacion de Nitrégeno total Kjeldahl (Black C. A., 1965)

- Pesar 1 6 2 grs. De suelo y colocarlos en un tubo de digestion Kjeldahl
- Agregar a cada tubo incluyendo los blancos:

- 1 gr. de sulfato de potasio

- 0.5 grs de sulfato de cobre o HgO

- 10 ml de H2SO4

Colocar los tubos en el digestor a 120 °C, subir la temperatura paulatinamente hasta
alcanzar 320 °C. Cuando haya desaparecido el color de las muestras, es el final de la
digestion, apagar el bloque de digestion y dejar enfriar. Realizar la destilacion arrastrando
con agua destilada el contenido de cada tubo y depositarlas en matraz Erlenmeyer de 500
ml. Llevar hasta un volumen aproximado de 220 ml y agregar cuerpos de ebullicion.
Agregar 35 ml de una solucion de NaOH/Tiosulfato de sodio al 40/5 respectivamente, sin
agitar. Colocar inmediatamente el matraz en el destilador y proceder a la destilacion
recibiendo en 10 ml de solucioén de acido boérico al 2 % con indicador mixto. Al obtener

100 ml del destilado, sacar la manguera de la solucion y continuar destilando hasta 120 ml.

Preparacion de indicador mixto (azul de metileno-rojo de metilo)
a) 200 mg de rojo de metilo en 100 ml de etanol al 95 %
b) 100 mg de azul de metileno en 50 ml de etanol al 95 %

- Mezclar a y b. Tiempo de caducidad un mes aproximadamente.
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Solucion de acido borico como indicador
Disolver 20 grs. de acido borico en H,O destilada exenta de amoniaco, y agregar 10

ml del indicador mixto, posteriormente aforar a 1 1.

Calculos

mg N kg SS = ((ml de HCI gastado — ml blanco) * N HC1 * 14 * 1000)/ g SS
donde:

N HCL es la normalidad del HCI utilizado en la titulacion.

g SS son los gramos de la muestra en suelo seco.

Determinacion de la Capacidad de retencion de agua (CRA) (Black C. A., 1965)
1. Pesar una pieza de papel filtro 10 x 10 cm (p. Ej. Whatman 42).

2. En un embudo, colocar el papel filtro y adicionar 50 g de suelo.

3. Adicionar agua destilada hasta inundar el suelo por completo.

4. Cubrir con aluminio la muestra y el embudo evitando la evaporacion.

5. Dejar reposar por 24 h y pesar el papel filtro junto con el suelo hiimedo.

Calculos

CRA (gkg') = (Wt - (pt * Fpf) - W SS) * 1000)/W SS

Donde:

Wt: Peso total drenado 24 h (papel filtro himedo mas suelo humedo)

Pf: Peso del papel filtro inicial (seco)

FpF: Factor de retencion de agua del papel filtro, se obtiene con blancos de papel
filtro saturados con agua y dispuestos de la misma manera en embudos con cubiertos con
aluminio, drenados por 24 h. El Fpf = peso pf humedo (24 h drenado) / peso pf seco
(inicial).

W SS: Peso del suelo seco.
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Determinacion de textura (Black C. A., 1965)

1. Eliminacién de materia organico: En caso de que las muestras tengan un alto
contenido de materia organica, se adiciona H>O; y se permite su evaporacion, repitiendo
este procedimiento hasta que no se observe la formacion de efervescencia.

2. Pesar 50 g de suelo

3. Agregar aproximadamente 600 ml de agua destilada y colocar en un vaso de
mezclado 19 ml de dispersante (hexametafosfato de sodio 50 g 1).

4. Agitar por 2 minutos

5. Verter a una probeta de 1 1 y aforar con agua destilada.

6. Agitar por inversion por 1 minuto para homogeneizar, reposar 40 segundos y tomar
la primera lectura de temperatura y del hidrémetro.

7. Dejar reposar por 2 h y realizar la segunda lectura del hidrémetro y de la

temperatura.

Calculos
% de limo + % de arcillas = (1* lectura + ((T1 - 20) * 0.36))*100/g de suelo
% de arena = 100 - (% de limo + % de arcilla)

% de arcilla = (2% lectura + ((T2 - 20) * 0.36)) * 100/g de suelo

Determinacion de pH (Black C. A., 1965)

1. Pesar 10 g de suelo en un vaso de precipitado y adicionar 25 ml de agua destilada.
2. Agitar con magneto durante 10 min.

3. Dejar reposar por 10 min.

4. Leer con potencidometro calibrado.

Determinacion de Conductividad electrolitica (Black C. A., 1965)

1. Pesar 200 g de suelo y adicionar c. B. P 100 % de CRA, mezclar hasta
homogeneizar.

2. Reposar por 24 h en refrigeracion.

3. Centrifugar a 3500 rpm durante 30 min.
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4 Extraer el sobrenadante y leer en conductimetro, calibrando con los estandares

respectivos.

Determinacion de carbono total (Amato M., 1983)

Preparar soluciones de:

- NaOH IM

Mezcla digestora:

- H2SO4 conc. 60 ml

- H3PO4 conc. 40 ml

-KoCrO75 ¢

- Adicionar el suelo seco al fondo del tubo de ensaye de 2.5 x 2.5 cm.

- Colocar un bastoncillo de vidrio en el fondo del tubo

- Adicionar 20 ml de mezcla digestora al tubo anterior, evitando que toque las
paredes del tubo.

- Colocar un tubo de ensaye con rosca con 20 ml de NaOH 1M.

- Tapar inmediatamente con un sub-seal.

- Calentar paulatinamente hasta que alcance una temperatura de 130 °C, manteniendo
esta temperatura por varias horas y hasta que no se observe la produccion de burbujas en la

mezcla digestora. Dejar reposar por 24 h y titular la solucion de NaOH para HCOs-

129



20. Anexo de articulo

Se incluye el articulo correspondiente al capitulo 1 de este proyecto
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