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Abstract

Soil is the basis of terrestrial ecosystems due to the different functions it performs, i.e. it is a
physical support and provides nutrients for terrestrial plants and habitat for a large number of
microorganisms. The soil microbiome, along with that of the aquatic systems, are responsible
for the different processes that make up the biogeochemical cycles, of which the cycles of C and
N stand out because of their higher importance. The natural N cycle has been disturbed by
different activities inherent to human development: high population growth leads to a higher
demand for agricultural products, and therefore the massive exploitation of soils, with the result
of loss of ecosystems.

Excessive use of nitrogen fertilizers and conventional agricultural practices have altered
the natural N cycle, compromise the resource and generate pollution to the environment (NO3-
leaching and N20 emissions). Land degradation due to conventional agricultural practices has
led to the development of conservation agriculture, a sustainable alternative which is based on
crop rotation, minimal soil disturbance and crop residues retention. However, it is known that
the different agricultural practices have an effect on soil physicochemical characteristics and
therefore on soil microbial communities.

It is important to understand the effect of agricultural practices and inorganic fertilization
on the general ecosystem because it will allow us to explore and understand the functional and
structural diversity of soil microbiome and its relationship with the global ecosystem

functioning; that will lead us to the sustainable use of the soil.
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Resumen

El suelo es la base de los ecosistemas terrestres debido a las diferentes funciones que
realiza; es soporte fisico, aporta nutrientes para las plantas terrestres y es habitat para un gran
numero de microorganismos. El microbioma de los suelos junto con la de los sistemas acuaticos
son los responsables de los ciclos biogeoquimicos en la bidsfera; de éstos, es el ciclo del N que
se ha perturbado por diferentes actividades inherentes al desarrollo humano. El crecimiento
poblacional incrementa la demanda de productos agricolas y esto a su vez la sobreexplotacion
de los suelos, y deforestacion de ecosistemas. El uso excesivo de fertilizantes nitrogenados y las
practicas agricolas convencionales alteran el ciclo, comprometen el recurso no renovable, y
generan contaminacion del medio ambiente. El deterioro debido a précticas agricolas
convencionales ha llevado al desarrollo de la agricultura de conservacion, alternativa sostenible
que se basa en la rotacion de cultivos, minima perturbacion del suelo y retencion de residuos
agricolas.

Por lo anterior, en este trabajo se estudio el efecto de mas de veinte afios de uso de la
agricultura de conservacion, asi como el efecto de la fertilizacion inorganica de los suelos sobre
la dindmica de nitrégeno, y el microbioma de este. Los resultados mostraron que el uso de
residuos agricolas, el uso de fertilizantes, y el tipo de uso de suelo (practica convencional contra
agricultura de conservacion) impacta sobre el metagenoma del suelo, es decir, sobre el
microbioma y la funcionalidad de éste.

En este sentido, es importante estudiar el efecto de las practicas agricolas en el
ecosistema. Esto nos permitiria entender la dindmica y diversidad funcional y estructural de las

comunidades microbianas residentes, y asi guiarnos al uso sostenible del suelo.
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I. Introduccion

Los ciclos biogeoquimicos definen el curso de varios elementos vitales en el ecosistema,
a saber, carbono (C), nitrogeno (N), azufre (S) y fosforo (P); siendo éstos la base quimica de los
seres vivos. El ciclo del N juega un papel muy importante en la bidsfera: es limitante del
crecimiento de todos los organismos y estad directamente relacionado con el metabolismo y ciclo
del carbono, ademas de ser parte inherente de biomoléculas importantes. La proporcion de N en
la atmoésfera es elevada (79% de la composicion del aire), sin embargo, s6lo puede ser
metabolizado directamente por fijadores de N; grupo que reduce el N2 y se encuentran en forma
libre o formando simbiosis con ciertas plantas. La fijacion es el paso limitante del ciclo, y los
demas seres vivos dependen de él.

La importancia del ciclo radica en la diversidad de organismos que se asocian a ¢l, como
parte de una compleja interaccion bioldgica (procariontes y eucariontes), y también por el efecto
de sus productos. Los gases nitrogenados (NOx) se relacionan con la salud del aire y la iondsfera
(N20 y NO), y sus derivados (NH4", NO3") con la salud del agua (eutroficacion). La
eutroficacion, el proceso de incremento de compuestos nitrogenados en cuerpos de agua (por
razones naturales o antropogénicas), genera crecimiento acelerado de algas provocando la
disminucién del oxigeno disponible para el resto de los organismos en ecosistemas acuaticos,
ademds de impedir el acceso de luz para los microorganismos fotosintéticos. En suelos, los
estados inorganicos del nitrogeno son elementos limitantes en el desarrollo vegetal, lo que esta
directamente ligado a la productividad de los cultivos en campos agricolas.

Es en el suelo es donde se lleva a cabo la mayoria de los procesos que completan el ciclo:
fijacion bioldgica, nitrificacion (oxidacion de amonio a nitrito y a nitrato), asimilacion,

amonificacion y desnitrificacion (reduccion de nitrato a nitrégeno molecular, N2), incluidos los



procesos anaerobios (asimilacién de nitrato a amonio y oxidacién anaerodbica de amonio). En
tal contexto, los procesos naturales de los ciclos de N y C se han visto seriamente perturbados
producto del desarrollo humano, y el avance industrial y tecnologico.

Factores como el uso no sostenible del suelo, incremento en la poblacién humana, uso
excesivo de fertilizantes en la agricultura, y la interaccion de éstos, lleva consigo la explotacion
del recurso natural no renovable, aumentando la cantidad de formas nitrogenadas y CO: en el
ecosistema global. Lo anterior pone en juicio la seguridad alimentaria, la salud humana y

ambiental.



I1. Antecedentes

La agricultura sigue jugando un papel crucial en el desarrollo social, especialmente en
paises en desarrollo donde gran parte de la poblacion depende econdmicamente de los ingresos
que resultan del mercado agricola. Fue cerca del afio 1960 que dio inicio el movimiento
“revolucion verde”, cuyo avance fue gracias al uso de fertilizantes inorganicos, basdndose en la
conclusion de obtener mayor productividad y el uso de variedades de cultivo. El uso masivo de
fertilizantes dio un giro muy importante al desarrollo de la agricultura. Ademas del uso de
fertilizantes, la idea de “irrigacion”, amplio el area de suelo que antes no podia dedicarse a la
agricultura. El crecimiento en la produccion de alimentos a nivel mundial fue exponencial
gracias a la revolucion verde, y redujo drasticamente la falta de alimentos en varios paises,
especialmente en Asia (Dethier and Effenberger, 2012). Este movimiento no pudo haber sido
posible sin el desarrollo del proceso de fijacion abiodtica de nitrogeno molecular a nivel
industrial: el proceso Haber-Bosch, a través del cual se pudo suplir la demanda de fertilizantes

durante el siglo anterior (Erisman et al. 2008; Kandemir et al. 2013)

2.1. La agricultura y fertilizacion inorganica

El amoniaco (NH3) es una de las moléculas més importantes y mayormente producidas
a nivel mundial que juega un rol muy importante en el desarrollo social y su alimentacion. Hasta
el siglo XVIII se solian emplear fertilizantes organicos; fue luego de comprender que el N era
un elemento limitante en el crecimiento y productividad de las plantas que la demanda de
fertilizantes increment6. En 1908, Fritz Haber publicé el proceso a través del cual sintetizaba

NH3, a partir de sus elementos basicos: N molecular (N2) e hidrogeno (Hz2). En 1913, Carl Bosch



establecio el proceso industrial para producir fertilizantes inorganicos (principalmente sulfato
de amonio, (NH4")2SO4) a gran escala; proceso conocido como “Haber-Bosch” que se realiza a
temperaturas que llegan a los 500 °C, y presiones de 200 atm (200 bar) (Erisman et al. 2008;
Kandemir et al. 2013).

Gracias al proceso de Haber-Bosch, en el afio 2013 se suplié con cerca de 136 millones
de toneladas de fertilizantes inorgénicos, y en el 2016 con cerca de 194.1 millones de toneladas,
cuya demanda esté directamente relacionada con (i) el crecimiento poblacional mundial, que de
acuerdo con la FAO (2009) se estim6 en mas de un tercio, es decir, que el nimero de personas
alcanzaria entre los 9,100 y 9,700 millones, producto de los paises en desarrollo; (ii) La demanda
alimentaria mundial, que esta a su vez relacionado con el crecimiento poblacional: Entre el ano
2014 y 2017, la produccion de cereales a nivel mundial increment6 en un 4%, pasando de 2,498
a 2,953 millones de toneladas. Este incremento lleva consigo el aumento en el uso de insumos
y recursos naturales (FAO, 2015; 2017); (iii) Los tipos de cultivo, donde los cereales principales
son el maiz, trigo y arroz: de acuerdo con Ladha et al. (2005) se requiere de 1 kg de N para
poder producir 49 kg de maiz, 68 kg de arroz o 44 kg de trigo. Tal hecho permite dimensionar
la necesidad de cantidades serias de fertilizante inorgénico en el campo para intentar suplir la
demanda de alimentos.

Con dicho crecimiento poblacional, se estima que la produccioén de alimentos en estos
paises debe aumentar en un 70 % en el mismo periodo; es decir, la produccion debe duplicarse
(Blum, 2013; FAO, 2015). Esta estimacion es menos de la mitad que lo reportado por Tilman et
al. (2011), quienes demostraron la necesidad de un incremento de entre 100% y 110 % en la
produccion. Estos niveles de produccion demanda, a su vez, mayor area de cultivo y mayor
cantidad de fertilizantes inorganicos. El escenario en el que la producciéon mundial se ve
duplicada para el 2050 es serio, ya que la tendencia de crecimiento en el promedio anual mundial

de la productividad de los cuatro cereales mas importantes es de 1.6%, 1.0%, 0.9% y 1.3% para

4



maiz, arroz, trigo y soya, respectivamente; se necesitaria de un crecimiento de mas del 2.4 %
anual constante para poder siquiera alcanzar la produccion necesaria estimada (Ray et al. 2013).

Con lo anterior, la solucion para poder suplir la demanda alimentaria radica en
incrementar el area destinada para cultivo actualmente, e incrementar el uso de fertilizantes,
hecho que nos lleva a la deforestacion y explotacion masiva de suelo inminente y de manera
acelerada (Ray et al. 2013), aunado a las consecuencias inherentes del uso de fertilizantes
1norganicos.

Si bien la agricultura es el medio a través del cual obtenemos un alto porcentaje de
nuestra alimentacion, es del suelo del que dependemos en un 95% (Arsenault, 2017). Las
consecuencias del uso no sostenible de éste ha sido reportado ampliamente; los efectos pueden
observase en la pérdida de fertilidad, erosion, cambios en la textura y de pH, entre otros. La
pérdida de calidad y productividad de los suelos se debe al hecho del deterioro apresurado
debido a erosion, producto de la deforestacion, el agotamiento de nutrientes y la pérdida de
carbono organico en el mismo, aunado a practicas no sostenibles de uso de suelo, hecho que
atisba un problema serio.

La agricultura basada en el uso de fertilizantes inorganicos es una de las practicas
agricolas que ha superado la limitante de escasez de nitrogeno en el suelo en la produccion de
alimentos, e incrementando la productividad. Si bien las bondades en produccion obtenidas son
bien recibidas, las consecuencias son serias, y entre ellas se destacan:

i) Contaminacion de aguas subterraneas por lixiviacion de NO3™.

i) Eutrofizacion de mantos y corrientes acuiferas, erosion, pérdida de superficies,

pérdida de N del suelo.

iii) Contaminacion de la troposfera, relacionado con la emision de gases que afectan

la capa de ozono (N20, NO), iv) lluvia acida producto de gases como NO y

volatilizacion y deposicion de NHs, pérdida de NH3 y acidificacion del suelo.
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Cada uno de los anteriores contribuye de manera significativa a la contaminacion del
ambiente, sin embargo, se sabe que la produccion agricola es el principal factor antropogénico
que ha alterado al ciclo del nitrégeno (Knops and Tilman, 2000; Ladha et al. 2005; Liu et al.
2010; Fowler et al. 2013; Geisseler and Scow, 2014; Marco, 2014; Zhang et al. 2015; Breuillin-
Sessoms et al. 2017). El dano se agudiza cuando se analiza la eficiencia de uso de los
fertilizantes, es decir, no todo el fertilizante agregado al suelo es absorbido por los cultivos. La
eficiencia de uso de los fertilizantes es variable, pero se reportan valores cercanos al 50%. De
acuerdo con el metaanalisis reportado por Liu et al. (2010), s6lo el 55% de los 148.14 Tg de
nitrégeno estimados saliente del sistema (Figura 1) formé parte del cultivo cosechado y sus
residuos, el 15% perdido por erosion del suelo, 16% en lixiviacion (filtracion de NOs7) y el 14%
se perdid en forma de gases nitrogenados (N20, NO, N2). Por otro lado, Ladha et al. (2005)
reportaron la eficiencia de uso de entre 30% y 50%, mientras el nitrdgeno remanente en el suelo

solo le es util en menos del 7% a cultivos posteriores. El resto termina alterando el ambiente.

Aunque el incremento en la eficiencia de uso de los fertilizantes es el camino promisorio,

lograrlo es complicado debido a la heterogeneidad y complejidad del suelo, y a la diversidad en



la que los cultivos toman nitrogeno del suelo ya que diferentes cultivos requieren diferente
cantidad de nitrégeno y tienen diferentes tasas de asimilacion (Hofstra and Bouwman, 2005).
Una de las maneras de incrementar la eficiencia en el uso de fertilizantes es la adicion de EENF
(por sus siglas en inglés, Enhenced Efficiency of Nitrogen Fertilizer). Se ha reportado un
incremento del 5% en la productividad y 8% en la eficiencia del fertilizante en campos de arroz
empleando EENF (la eficiencia es mayor en suelo alcalino) (Linquist et al. 2013), mientras
Alonso-Ayuso et al. (2016) reportaron incremento en la eficiencia del fertilizante sin afectar la
productividad en cultivos de maiz.

Los EENF actian ya sea 1) inhibiendo la actividad de la enzima ureasa, enzima que
cataliza la conversion de urea a CO2 y NHs, ii) inhibiendo el proceso de la nitrificacion
(oxidacion de amonio a nitrato mediante nitrificadores), 0 ii1) mediante la liberacion prolongada
del fertilizante mediante la formulacion de super-agregados, que evita la volatilizacion de NHs.
Ademas del incremento en la eficiencia de uso de los fertilizantes, algunos EENF (C2H4Na y
Ca(C2) reducen la emision tanto de metano (CH4) como de 6xido nitroso (N20) en sistemas de
cultivo de arroz (Linquist et al. 2013). Ya que los cereales mas importantes como maiz, trigo y
arroz son la base de la alimentacion humana global, mejorar la eficiencia del uso del nitrégeno

es un reto mayor para lograr una agricultura y uso de suelo sostenibles.

2.2. La nitrificacion y la agricultura

El suelo es el ecosistema mas complejo y heterogéneo sobre el planeta, presenta
variaciones importantes en su geoquimica, textura y contenido en nutrientes. Es en el suelo en
donde se llevan a cabo la mayoria de las reacciones biogeoquimicas, y relaciona la diversidad y
abundancia de microorganismos en toda la bidsfera mediante la formacién de micro-agregados

y/o ecosistemas enteros (Marco, 2014; Kuzyakov and Blagodatskaya, 2015). Debido a su



complejidad, la mayoria de los microorganismos aun son desconocidos. Se estima que sélo cerca
del 1% de los microorganismos en el suelo pueden ser cultivados, y diferenciar entre los estados
fisiologicos en los que se encuentran es aun mas complejo (Blagodatskaya and Kuzyakov,
2013), pudiendo incluso coexistir diferentes procesos metabodlicos en un éarea especifica
(microambientes) (Kuzyakov and Blagodatskaya, 2015).

Es debido a estas caracteristicas que los microorganismos del suelo responden a
diferentes factores, ya sean i) intrinsecos, como edaficas, ii) relacionados con su actividad
metabolica (produccion de metabolitos, relacion simbiodtica con plantas y sus exudados,
sinergismo y antagonismo, etc.), iii) o debido a factores ambientales (temperatura, altitud,
concentracion de oxigeno, disponibilidad de sustratos, etc.), y 1iv) antropogénicos
(contaminacién ambiental, fertilizacion, cambios de uso de suelo, desarrollo tecnologico,
agricultura, etc.).

En el suelo se llevan a cabo las reacciones que rigen el ciclo del nitrogeno, y entender
como los factores ambientales y antropogénicos pueden regir los procesos metabdlicos en €l es
de elevada importancia. Durante este ciclo, las formas reducidas son oxidadas hasta la forma
mas estable: NOs3, a partir del cual el elemento regresa a su reservorio ambiental: N2. Mientras
las formas reducidas (NH4", NH3, R—NH>) sirven de fuente de energia para quimiolitoautotrofos
(grupos microbianos del dominio Archaea y Bacteria) durante la fijacion de CO2, las formas
oxidadas (NOs3") sirven como fuente primaria del elemento en plantas superiores, y como el
aceptor de electrones en el proceso de oxidacion de materia orgdnica para los microorganismos
bacterianos anaerdbicos facultativos (reduccion de nitrato a amonio: DNRA/ANRA; por sus

siglas en inglés: dissimilatory/assimilatory nitrogen reduction).
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Figura 2. Diagrama esquematico del ciclo del nitrégeno en la bidsfera (modificado de Coskun
etal. (2017)).

Son los microorganismos quienes rigen los procesos que completan el ciclo
biogeoquimico con reacciones de fijacion biolodgica, amonificacion, nitrificacion y
desnitrificacion, reduccion asimilatoria/disimilatoria de nitrato a amonio y oxidacidon anaerobia
de amonio (anammox, por sus siglas en inglés: anaerobic ammonia oxidation) (Figura 2). La
nitrificacion es el proceso oxidativo de la conversion de amoniaco a nitrato, mediado por cuatro
grupos de microorganismos quimiolitoautdtrofos: 1) bacterias oxidadoras de amonio (AOB:
ammonia-oxidazing bacteria), ii) arqueas oxidadores de amonio (AOA: ammonia-oxidizing
Archaea), iii) bacterias oxidadores de nitritos (NOB: nitrite-oxidizing bacteria), iv) y
comammoXx (complete ammonia oxidizers) quienes, en su genoma, pueden codificar los genes
para todas las enzimas involucradas en el proceso; hecho identificado recientemente por Daims
et al. (2015) y Nunes-Alves (2016).

La limitante principal en el estudio de los microorganismos relacionados a este proceso

incluye tener tasa de crecimiento baja, fases lag poco predecibles y sensibilidad a factores



ambientales y edaficos (Sinigalliano et al. 1995; Junier et al. 2009, 2010; Guo et al. 2013), es
por ello por lo que se suelen emplear técnicas independientes del cultivo para su estudio, donde
el empleo de marcadores moleculares ha sido el mds comun. Para esto, se emplean iniciadores
afines a los genes que codifican las enzimas involucradas en un proceso metabdlico especifico
durante el ciclo; en la nitrificacion se suelen emplear como marcadores: amoA [BC]
(Sinigalliano et al. 1995; Junier et al. 2009), hao (Bergmann et al. 2005) y nxrB [A] (Pester et
al. 2014; Breuillin-Sessoms et al. 2017) (Figura 2).

Ha sido mediante el uso de éstos que los microorganismos oxidadores de amoniaco han
sido agrupados en las clases Beta- y Gammaproteobacteria. En el primer grupo se encuentran
los géneros Nitrosomonas (incluye a Nitrosococcus mobilis) y Nitrosospira (incluye
Nitrosolobus 'y Nitrosovibrio), mientras que en el segundo grupo estan los géneros
Nitrosococcus y Nitrobacter (especies: oceani'y halophilus) (Junier et al. 2009, 2010; Guo et al.
2013). Lo anterior con base en la similitud del gen 16S rDNA. Los AOA son miembros los filos
Thaumarchaeota y Cranarchaeota (Hatzenpichler, 2012), y se han aislado a Nitrosopumilus
maritimus SMC1 (Konneke et al. 2005; Walker et al. 2010) y Candidatus Nitrosocaldus
yellowstonnii (de la Torre et al. 2008). Ademas de Nitrospira spp. dentro de los “commamox”.
La nitrificacion controla la biodisponibilidad de las formas asimilables de nitrogeno en suelo
para las plantas (NH3 y NOs3"), y es la ruta de pérdida de nitrégeno por lixiviacion (filtracion de
NOs3") o por desnitrificacion (reduccion de NO3™ a N2) (Ollivier et al. 2011; Guo et al. 2013;
Breuillin-Sessoms et al. 2017).

Es por el cambio de uso de suelos y su uso no sostenible, producto del crecimiento y
demanda alimentaria poblacionales y al crecimiento y desarrollo de la agricultura, que se ha
propuesto como alternativa sostenible la Agricultura de Conservacion (AC). La AC se basa en
tres principios basicos: 1) la rotacion de cultivos, ii) minima perturbacion del suelo y iii) el

manejo (retencion) de residuos agricolas. De manera general, la AC mejora los procesos del

10



suelo aumentando la materia organica del mismo, controla la erosidon, reduce los costos y
aumenta la productividad de los cultivos (Govaerts et al. 2009; Dendooven et al. 2012), ademas
de mitigar la emision de gases de efecto invernadero comparado con las practicas
convencionales de cultivo (CT) (Dendooven et al. 2012).

Se sabe que el uso de suelo afecta grupos microbianos involucrados en los procesos
biogeoquimicos. Se han reportado el efecto de la fertilizacion, uso de suelo, labranza, y
retencion de residuos agricolas sobre comunidades microbianas en el suelo. Tras evaluar el
efecto del manejo de residuos agricolas, la fertilizacion inorgénica y labranza sobre los
microorganismos del suelo, Chavez-Romero et al. (2016) concluyeron que la labranza y el
manejo de residuos agricolas en suelos para cultivo determinaron la estructura microbiana en el
mismo, siendo la fertilizacion quien definié el incremento en la abundancia relativa de
Nitrosovibrio (Nitrosomonadaceae, Nitrosomonadales); aunque fue el contenido de C organico
quien afect6 un alto nimero de grupos bacterianos. Esto ultimo relacionado con la incorporacion
de residuos, factor que incrementa la materia orgéanica. Por otro lado, Jiménez-Bueno et al.
(2016) observaron diferencias significativas en la estructura microbiana contrastando suelos
fertilizados contra suelos no fertilizados (0 kg N ha! contra 300 kg N ha'); ciertos grupos
taxonomicos fueron definidos por el uso de suelo, y que el manejo de residuos, el contenido de
carbono y el pH fueron los factores que explicaron la variacion en la composicion bacteriana.

La retencion de residuos agricolas, una de las bases de la agricultura de conservacion,
incrementa el contenido de materia organica del suelo, lo que podria explicar el incremento en
grupos que proliferan en ecosistemas ricos en material organico: copiotrofos (Marco, 2014);
entre las clases Alfa- y Gammaproteobacteria, y los filos Bacteroidetes y Actinobacteria
(Ramirez-Villanueva et al. 2015). Uno de los factores importantes para tener en cuenta en
dindmicas poblacionales es el pH del suelo; éste se ha visto modificado seriamente por la

fertilizacion inorgénica a largo plazo, producto de la acumulacion de los metabolitos del proceso
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de la nitrificacion (NO2" y NOs3"). De acuerdo con Zhalnina et al. (2015), el suelo se acidifica
por la fertilizacion con sulfato de amonio provocando diferentes respuestas, incluyendo
correlacion negativa de la fertilizacion con microorganismos que prefieren alto contenido en
nutrientes (copiotros), como los filos Verrucomicrobia y Cloroflexi (Ramirez-Villanueva et al.
2015; Zhalnina et al. 2015), y una correlacion positiva con los filos Thaumarchaeota y
Nitrospirae, junto a cuatro géneros: Geobacter, Candidatus Nitrososphaera, Nitrospira y
Methylibium; varios de ellos relacionados directamente con el ciclo del nitrogeno (Guo et al.
2013; Banning et al. 2015; Zhalnina et al. 2015). Lo anterior con base en el estudio de suelos

fertilizados desde 1853 en Rothamsted (http://www.era.rothamsted.ac.uk/Park) (Zhalnina et al.

2015).

Si bien se tienen varios reportes de los factores que definen la estructura del microbiana
del suelo y que afectan los ciclos geo-bioquimicos, atn falta mucho por dilucidar. De acuerdo
con la revision historica de Monteiro et al. (2014), le ha tomado al hombre mas de dos siglos
averiguar lo que se sabe actualmente del ciclo del nitrogeno. Tal hecho permite pensar en lo que
aun se desconoce. Ademas, con el uso de herramientas de secuenciacion masiva y técnicas libres
de cultivo para la identificacion de microorganismos, la resolucion puede mejorar lo resuelto en

estudios previos.
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I1I. Justificacion

El nitr6geno es uno de los elementos vitales en el ecosistema; su uso excesivo como
fertilizante en la agricultura mundial pone en peligro la caracteristica sostenible y sustentable
del suelo a largo plazo. El conocimiento que tenemos acerca de la interaccion entre los
microorganismos en el suelo ain es limitado; entender cuél es la estructura y funcién, ademas
de cdmo éstos responden ante los cambios en el ambiente nos pone en ventaja para saber cémo
responder ante la crisis alimentaria y ambiental actuales. EI aumento en el uso de fertilizantes
en los cultivos agricolas a nivel global es producto del crecimiento y demanda alimentaria
poblacionales, que trae consigo un serio problema ambiental; desde el incremento en el
contenido de nitratos en los cuerpos de agua (eutroficacién), incremento de gases nitrogenados
en el aire, hasta dafios a la capa de ozono. Tales procesos contribuyen al deterioro del ecosistema
y repercute en la salud humana.

Ampliar nuestro conocimiento sobre los microorganismos responsables y relacionados
con el metabolismo del nitrégeno es necesario para concientizar su uso y desarrollar
metodologias para su uso eficiente; disminuyendo y/o lentificando el dafio ambiental
antropogénico. Ya que un gran nimero de microorganismos relacionados con el ciclo ain no
pueden ser cultivados, el uso de tecnologias independientes de cultivo, como el analisis
metagendmico y secuenciacion masiva, nos permitiran descifrar su estructura, diversidad y

funciones.
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IV. Hipotesis

La estructura microbiana del suelo (metagenoma) se vera definida por la dindmica de
nutrientes y al uso de fertilizantes inorganicos, uso de residuos agricolas y por el manejo de

suelo.

V. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de practicas agricolas convencional y de conservacion, y el uso

de fertilizantes nitrogenados sobre los microorganismos nitrificantes del suelo.

5.2. Objetivos particulares

1. Determinar el efecto de la adicion de residuos de maiz en el metagenoma de un suelo
sujeto a agricultura de conservacion y fertilizacion a largo plazo.

2. Determinar la estructura, diversidad y abundancia del microbioma en suelos con préctica
agricola convencional y de conservacién sin fertilizacion a largo plazo, y el efecto de
adicion de N (adicion de (NH4")2S0O4) a través de una dinamica aerobica de 56 dias.

3. Determinar la estructura, diversidad y abundancia del microbioma en suelos con practica
agricola convencional y de conservacion con fertilizacion a largo plazo (300 kg urea-N
ha'!), y el efecto de adicion de N (adicion de (NH4")2S04), a través de una dinamica

aerdbica de 56 dias.
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VI. Capitulo I: Efecto de la adicion de residuos de plantas de maiz sobre el

metagenoma de un suelo con manejo de agricultura de conservacion.

6.1. Introduccion

Los residuos orgénicos en el suelo son de suma importancia por ser el sustrato para los
microorganismos, y proveer nutrientes a las plantas y cultivos tras su mineralizacion (Lal, 2014).
Un mayor contenido de material organico mejora la estructura del suelo, que facilita la
infiltracion de agua, el flujo de los gases, y prevé la erosion. A su vez, la oxigenacion del suelo
reduce los procesos anaerobios como la metagenogénesis y la desnitrificacion; procesos que
contribuyen en la emision de gases de efecto invernadero, por ejemplo, metano y 6xido nitroso
(Keiluweit et al. 2017).

La materia organica en el suelo es oxidada por los microorganismos, y provee de
elementos nutritivos esenciales a las plantas, por ejemplo, nitrogeno (N). La mineralizacion del
material organico, la liberacion de nutrientes, y el como afecta las poblaciones microbianas han
sido bien estudiadas (Herbert, 1999; Okoh and Edu, 2019; Wei et al. 2020). Sin embargo, el
efecto de la adicion de material orgénico sobre las poblaciones, su estructura y funcionalidad
permanece aun sin resolver. Dado que el material organico y su dindmica es importante en la
agricultura, el “centro internacional para el mejoramiento de maiz y trigo” (por sus siglas en
inglés, CIMMyT) inici6 el campo de larga experimentacion conocido como “Centro Norman E.
Borlaug” (CENEB), cuyo objetivo es investigar el efecto del manejo y retencion de residuos,
rotacion de cultivos, y manejo de suelo (practicas agricolas convencionales y de conservacion)

sobre la productividad de las cosechas.
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El campo experimental inicié en 1992 en Ciudad Obregon (Sonora, México), en donde
se combind el cultivo de maiz (Zea mays L.) y trigo (Triticum durum L.) en 1) camas
convencionales con incorporacion de cultivos, i1) camas permanentes con quema de residuos 6
11) camas permanentes con retencion de cultivos (Verhulst et al. 2011; Limon-Ortega et al. 2006-
2007). El campo experimental permite estudiar el efecto de las practicas y manejo agricola sobre
la productividad en cultivos, y sobre la poblacién microbiana del suelo (Chavez-Romero et al.
2016; Jiménez-Bueno et al. 2016). Investigaciones basadas en el uso de marcadores moleculares
han demostrado los cambios en la estructura microbiana del suelo producto de la adicion de
diferentes tipos de material orgdnico; asi como su correlacion con variables edaficas y
ambientales, y caracteristicas del material organico (Zhao et al. 2014; Chéavez-Romero et al.
2016; Maron et al. 2018).

La metagendmica, es decir, la secuenciacion masiva, directa y aleatoria del DNA total
de una muestra ambiental, permite identificar la diversidad y composiciéon taxondmica y
funcional de muestras ambientales. Esta se ha usado para evaluar las poblaciones microbianas
en diferentes ecosistemas como el suelo (Luo et al. 2014; Souza et al. 2015; Guo et al. 2018;
Nelkner et al. 2019). El estudio del suelo con metagendémica ha permitido la identificacion de
diferentes grupos bacterianos con potencial promotor de crecimiento vegetal y benéficos para
la salud de las plantas, y al mismo tiempo, ha permitido observar el limitado efecto que
diferentes practicas agricolas sobre las poblaciones microbianas (Nelkner et al. 2019). Sin
embargo, los cambios en éstas y su diversidad taxondmica y funcional, debido a la adicion de
residuos de cultivos aplicados a suelos con manejo y practicas de conservacion, permanece aun
con incertidumbre. Por el ello, el presente estudio se dirigid6 a responder las siguientes
interrogantes: 1) el efecto de la adicion al suelo de residuos de plantulas de maiz sobre la

comunidad y estructura microbianas en un suelo de cultivos, ii) la alteracion en la funcionalidad
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potencial de la poblacion microbiana, y iii) el efecto de la adicion de los residuos en la diversidad

funcional y taxon6émica del suelo.

a) b)

CIMMYT

Figura 3. Diagrama de a) la localizacion del campo experimental Centro Norma E. Borlaug
(CENEB, Cd. Obregon, Sonora), y b) esquema de camas permanentes en el campo experimental

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Sitio experimental

El sitio experimental Norman E. Borlaug (CENEB) se localiza cerca de ciudad Obregon,
Sonora, México (Figura 3a). El area es arida con precipitacion pluvial promedio de 384 mm y
temperatura promedio de 24 °C (Verhulst et al. 2011). El disefio experimental en campo es por
bloques aleatorizados, y cada tratamiento cuenta con tres réplicas de campo (de ahora en
adelante “parcelas”) con un area ~100 m?. Los diferentes tratamientos incluyen el manejo de
fertilizantes inorganicos, manejo de suelo y de residuos agricolas y la interaccion de éstos,
ademas de rotacion de cultivos: trigo en invierno, y maiz en verano. En el presente estudio se
empled el tratamiento agricola de camas permanentes, retencion de residuos de cultivos (maiz

y trigo) y fertilizacion con urea (300 kg urea-N ha'!). Cada cama con 0.75 m x 13 m, y 6 camas
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por réplica de campo. Cada réplica de campo cuenta con 8 camas (Figura 3b). Los detalles del

campo experimental se describen en Verhulst et al. (2011), Lim6n-Ortega et al. (2000, 2006).

6.2.2. Muestreo y caracterizacion del suelo

Se tomaron y formaron muestras compuestas a partir de la mezcla de 20 puntos de
muestreo por parcela. De los 0-15 cm de la capa superior, e ignorando las camas internas de las
parcelas (dos camas centrales). Lo detalles del muestreo pueden leerse en Jiménez-Bueno et al.
(2016). Las muestras compuestas de suelo de cada parcela se mantuvieron separadas, durante
todo el experimento. A cada muestra de suelo se les determiné el contenido de humedad, C y N
totales, conductividad electrolitica (EC), pH y textura, de acuerdo con lo descrito en Verhulst et
al. (2011). La capacidad de retencion de agua (WHC) fue determinado tras saturar 20 g de suelo,

y dejar drenar 12 h. La cantidad de agua retinada es su WHC.

6.2.3. Cultivo de plantas de maiz y experimento en microcosmos

Los detalles del como las plantas de maiz fueron cultivadas puede leerse en Ramirez-
Villanueva et al. (2015). De manera breve, las semillas de maiz fueron esterilizadas de la
superficie, y germinadas en agar al 0.8%. Los brotes fueron trasplantados a vermiculita
enmendada con soluciones Steiner (1961), en una camara de crecimiento. Las plantas fueron
cultivadas durante 25 dias. Su caracterizacion, realizados sobre plantas maceradas (< 1 mm) y
secas, reveld que su composicion fue: C total de 422 g kg™!, N total de 34 g kg'!, contenido de
lignina de 25 g kg!, (hemi)cellulosa de 311 g kg™!, polifenoles de 2 g kg™!, cenizas de 62 g kg™!.

El contenido restante durante la caracterizacion fue considerado la fibra de detergente soluble.
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Un total de 300 g de muestra de suelo de cada parcela (» = 3), con pH de 8.6, EC 0.79
dS m!, N total de 0.60 g k! suelo, C orgéanico de 13.3 g kg™! de suelo, textura (g kg™!' de suelo):
10 g arcilla, 270 g de arena, y 720 g limo), fue ajustado al 40% de su WHC con dH20. Las
muestras fueron incubadas durante 7 dias (pre-incubacion) en recipientes de plastico de 50 I que
ademas contenian 1 1 de solucion de NaOH (1M) para atrapar el anhidrido carbdnico liberado
(CO2). Después de la pre-incubacion, las muestras fueron extraidas del recipiente. Dos
submuestras de 50 g de suelo (de cada parcela, n = 3) fueron dispuestas en frascos de 200 ml. A
una submuestra de suelo de cada parcela se le adiciond lo equivalente a 2 g C kg™! en forma de
residuos de plantas de maiz (n = 3), y homogeneizado, mientras que las restantes (n = 3) se dejo
intacta (sin adicion de residuos 6 muestra control) y homogeneizada. Los frascos de 200 ml con
suelo fueron dispuestos en frascos de 1 I, un frasco pequeiio con de dH20 para evitar desecacion,
y otro con 20 ml de NaOH (1M) para atrapar el CO:2 (Figura 4). Tras tres dias de incubacion, los
frascos de 1 1 fueron abiertos, y el suelo fue removido. El suelo se empleo6 para extraer el DNA
total. La eleccion de analizar las muestras tras tres dias de experimento fue con base en los
resultados de un experimento anterior; éste mostroé que la mineralizacion del residuo de maiz y

el efecto sobre la comunidad microbiana del suelo fue elevado tras tres dias (Chavez-Romero et

al. 2016).

6.2.4. Extraccion y secuenciamiento directo del DNA

El DNA total de las muestras de suelo (n = 6) se basé en tres métodos de lisis microbiana
con el uso de cambios de temperatura, disrupcion mecéanica y quimica (Hoffman and Winston,
1987; Sambrook and Russell, 2001; Valenzuela-Encinas et al. 2008). Un total de 10 g de suelo
por parcela y tratamiento fue empleado para la extraccion total de DNA con cada método. Es

decir, 30 g de suelo fueron empleados para la extraccion de DNA para cada réplica de
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tratamiento. El DNA de cada parcela, de los tres métodos, y de cada tratamiento fue mezclado,
obteniendo asi 6 muestras de DNA metagendmico. La integridad del DNA se evalud en geles
de agarosa (0.8%), y cuantificados empleando el ensayo fluorométrico con PicroGreen® en el
equipo NanoDrop™ 3000 (Thermo Scientific, Carslbad, CA). La secuenciacion se llevo a cabo
con la plataforma Illumina® HiSeq200 2x100 paired-end. Las secuencias fueron depositadas

en la base de datos del NCBI (SRA) con el nimero PRINA534094.

6.2.5. Andlisis bioinformatico.: ensamble y anotacion funcional

El andlisis bioinformatico incluyé los siguientes procesos (Figura 5): i) filtrado de
secuencias humanas, ii) filtrado de calidad, iii) ensamble de secuencias, d) prediccion funcional
(marcos abiertos de lectura, ORFs), iv) anotacion funcional. En resumen, las secuencias fueron
alineadas contra el genoma humano de referencia GRCh37/hgl9 mediante BBMap
(https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Las lecturas que mostraron identidad mayor al 99%
contra hgl9 fueron descartadas. La herramienta Sickle (Joshi and Fass, 2011) se emple6 para
eliminar secuencias con baja calidad: valor Phred < 20, y, < 50 bases (pb). Las secuencias
pareadas (paired-end) y sin par (unpaired reads) obtenidas tras el filtro de calidad fueron
empleadas para su posterior ensamble con el software MEGAHIT (Li et al. 2015). Los contigs
obtenidos tras el ensamble con MEGAHIT fueron anotados funcionalmente tras su alineamiento
contra la base de datos no redundante de proteinas del NCBI (non-redundant database:

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/nr.gz) mediante la herramienta BLAST (Altschul

et al. 1990) y DIAMOND (Buchfink et al. 2015). Los resultados del alineamiento fueron
analizados con el software MEGAN CE (Huson et al. 2016). Los genes fueron anotados de
acuerdo con las bases de datos de SEED y COGs (Powell et al. 2012; Overbeek et al. 2014). Por

otro lado, se evaluaron los genes involucrados en el proceso de oxido-reduccion del nitrogeno
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mediante el alineamiento de los contigs contra la base de datos NCyc al 95% de homologia
mediante el uso del alineador DIAMOND (Buchfink et al. 2015).
La base de datos NCyc contiene familias de genes involucrados en el ciclo del nitrégeno, y se

cred con base en UniProt, COG, SEED, KEGG y eggNOG (Tu et al. 2019).
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Figura 5. Flujo de analisis bioinformatico del metagenoma.
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Cuadro 1. Numero de secuencias asignadas taxonémicamente empleando Kraken2 y Bracken.

SRA! Tratamiento 2 Bacteria Archaea Hongos Protistas Virus
SRX5767015 UNS 4,129,576 %4  209,0764 61,531* 56,4504 42,703 *
SRX5767016 UNS 9,565,580 251,923 77,838 69,860 52,509
SRX5767013 MAS 12,995,257 252,538 99,682 80,273 57,390
SRX5767014 MAS 13,091,904 259,629 101,081 83,873 58,499

1 Ndmero de acceso en NCBI-SRA; ? Tratamiento: suelo sin adicion de residuos de maiz (UNS), y con adicion
de residuos de plantas de maiz (MAS);  Nimero total de secuencias asignadas con base en la tabla de OTUs

tras su analisis con Kraken2+Bracken; * Ndmero minimo de lecturas para rarificacion.

6.2.6. Anadlisis de la estructura microbiana del suelo.

Las secuencias obtenidas tras el filtrado de calidad fueron evaluadas con la herramienta
Kraken2 (Wood et al. 2019) para la determinacion taxonémica de las comunidades microbianas.
Las secuencias fueron alineadas contra las bases de datos construida a partir de los genomas
completos en RefSeq de los tres dominios: Bacteria, Archaea,y Eukarya (Hongos y Protistas),
y de Virus. Los resultados obtenidos de Kraken2 fueron re-analizados con la herramienta
Bracken (Lu et al. 2017). Los resultados taxonomicos obtenidos fueron convertidos a una tabla

de OTUs (tabla de unidades taxonomicas operativas, OTU-table) para los analisis posteriores.

6.2.7. Analisis estadistico

El anélisis estadistico fue hecho en el ambiente R v3.6.4 (R Core Team, 2019). Una de
las caracteristicas de los datos de secuenciacion masiva es su naturaleza “composicional”, es
decir, la abundancia de un grupo es inherente a la abundancia de otro grupo; esto debido a la
plataforma de secuenciacion y a su capacidad (Quinn et al. 2019). Por ello, se empleo el paquete

ALDEX2 para la transformacion de los datos, y posteriormente, evaluar el efecto del tratamiento
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sobre la estructura bacteriana. Los mapas de calor (heatmaps) se construyeron a partir de los
grupos bacterianos con abundancia relativa dominante, y los PCA a partir de los datos
transformados empleando el método clr (siglas en inglés: centered-log-ratio) (Fernandes et al.
2014; Gloor et al. 2017; Gloor et al. 2019). Las diferencias en la abundancia de grupos/genes
entre tratamientos fueron determinadas empleando DESeq2 (Love et al. 2014). Ademas, los
cambios en la abundancia relativa fueron evaluados mediante un “factor de cambio” (ratio) y
calculados de acuerdo con:
ratio = (suelo enmendado con residuos de maiz ra— suelo control ra)/ suelo control ra,

donde, RA: abundancia relativa promedio.

La diversidad y riqueza taxondmica fueron determinadas empleando la tabla de OTUs
rarificada al minimo nimero de lecturas asignadas para cada base de datos empleada (Cuadro
1). La diversidad taxondmica y funcional fueron determinados empleando los nimeros de Hill
a diferentes ordenes de g (¢ =0, 1 y 2). Los numeros de Hill fueron empleados porque circundan
los sesgos debido a los grupos taxonémicos/genes con alta y baja abundancia, ademas de estar
definidos en unidades de “nimero de especies” y poder ser comparables con indices

tradicionales (Ma and Li, 2018).

6.3. Resultados

6.3.1. Analisis del microbioma del suelo y ensamble del metagenoma

En nimero de lecturas asignadas con cada base de datos se obtuvo que Bacteria > Arqueas >
Hongos > Protistas > Virus, en todas las muestras. El dominio Bacteria fue el mas abundante
con > 95% de las lecturas asignadas, seguido por el dominio Archaea (>2%), y en menor

proporcion hongos, protistas y virus (Figura 6).
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Las curvas de rarefaccion mostraron una tendencia asintética, por lo que mayor profundidad de
secuenciacion so6lo hubiese incrementado el nimero de grupos taxondmicos determinados de
manera limitada, en todos los casos (Figura 7). Los resultados detallados de secuenciacion y
ensamble se presentan en el Cuadro 2. Debido a la baja calidad del DNA, una réplica por
tratamiento fue descartada. En promedio, se determinaron 68,817 ORFs en el tratamiento sin

residuos de maiz, y 117,757 ORFs en el tratamiento con residuos de maiz.

Bacteria
95.6%

DNA virus
0.5%
Protozoa

0.6%
Fungi
0.8%

Archaea
2.3%

Figura 6. Distribucion taxondmica del metagenoma del suelo.

Cuadro 2. Resumen del ensamble del metagenoma.

Secuencias Tamano

1 2 . 3
SRA Muestra totales (Gbp) No. contigs ORFs
SRX5767015 UNS 36,849,260 3.68 64,199 64,199
SRX5767016 UNS 43,739,900 4.37 73,438 73,438
SRX5767013 MAS 43,467,248 4.34 117,789 117,780
SRX5767014 MAS 45,533,825 4.55 117,734 117,734

! Ntimero de acceso al NCBI-SRA; 2 Muestra: suelo sin adicién de residuos de maiz (UNS), and con adicion de
residuos de plantulas de maiz (MAS); 3 Numero de ORFs (marcos abiertos de lectura, por sus siglas en inglés)
obtenido con el software Prokka (Seemann, 2014).
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Figura 7. Curvas de rarefaccion del nimero de OTUs de a) bacterias, b) arqueas, c) hongos, d)
protistas, y €) virus.

6.3.2. Diversidad taxonomica

Los valores del indice de profundidad (“good s coverage index; Good, 1953) fue > 0.90;

esto indica que se pudo haber recuperado la mayoria de los grupos microbianos presentes en el

suelo. Los resultados del andlisis de diversidad mostraron que los suelos con residuos de maiz

presentaron mayor riqueza de especies (g = 0) bacterianas que el suelo sin residuos, sin embargo,
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estuvieron dominados por un numero reducido de especies, es decir, presentaron
significativamente menor diversidad a valores de ¢ =1 (p = 0.005) y ¢ =2 (p = 0.010) (Figura
8a) comparado con el tratamiento sin residuos de maiz. La diversidad y riqueza de especies de
arqueas, hongos y protistas fue similar entre tratamientos (Figura 8b-d).

La adicion de residuos de maiz afectd negativa y significativamente la riqueza de virus
en el suelo (g = 0, p = 0.027), sin dominancia de ninglin grupo viral: diversidad similar entre

tratamientos a valores de ¢ = 1 y g = 2 (Figura 8e).

6.3.3. Estructura bacteriana del suelo

El suelo sin adicion de residuos de maiz estuvo dominado por los filos Proteobacteria
(abundancia relativa 60.09+5.39%), Actinobacteria (27.94+3.22%) y Firmicutes (2.31+0.03%),
y el suelo con adicion de residuos por Proteobacteria (70.17+0.89%), Actinobacteria
(22.04+0.17%) y Bacteroidetes (2.31+0.31%) (Figura 9). A nivel de género, Streptomyces
(5.88+0.04%), Sphingomonas (3.07+£0.07%) y Lysobacter (2.90+0.25%) dominaron el suelo sin
residuos, y Streptomyces (6.99+0.14%), Lysobacter (6.65+0.15%), y Stenotrophomonas
(4.41£0.17%) el suelo con adicion de residuos (Figura 10a). El andlisis de abundancia
diferencial mediante DESeq2 mostré6 que ademds de Proteobacteria y Bacteroidetes, varios
géneros bacterianos, entre ellos, Flavisolibacter, Lysobacter y Xanthomonas, fueron positiva y
significativamente enriquecidos por la adicién de residuos de plantas de maiz (Figura 11).

La adicion de residuos de maiz increment6 la abundancia relativa de un grupo limitado
de filos, y la de varios géneros. La abundancia relativa de Lysobacter, Xanthomonas,
Pseudoxanthomonas, Flavobacterium and Sinorhizobium increment6 > 2-veces en el suelo con
adicion de residuos, y la abundancia de Nitrosospira, Gemmata y Conexibacter disminuy6 >

2.5-veces. El analisis de componentes principales (PCA) separd los tratamientos de manera clara
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e independientemente del nivel taxonémico, indicando probables diferencias en la composicion
bacteriana entre los suelos con y sin adicién de residuos de plantas de maiz. Los dos
componentes principales explicaron > 86% de la variabilidad de los datos a nivel de filo (Figura

12), y del 94% a nivel de género (Figura 13).
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Figura 8. Diversidad taxonémica de a) Bacteria, b) Arquea, ¢c) Hongos, d) Protistas, y e) Virus,
mediante los nimeros de Hill. UNS, suelo sin adicion de residuos de maiz, y MAS, suelo con
adicion de residuos de plantas de maiz.
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Figura 9. Heatmap con las abundancias relativas (%) al nivel taxonémico de filo de a) Bacteria,
b) Arqueas, y c) Hongos, d) Protistas, y e) Virus (familias virales). UNS, suelo sin adicion de
residuos de maiz, y MAS, suelo con adicion de residuos de plantas de maiz.

6.3.4. Estructura del dominio Arquea en el suelo

El filo Euryarchaeota (91.79+£1.96%, abundancia relativa) fue el méas abundante en el
suelo sin adicion de residuos de maiz, seguido por Thaumarchaeota (5.53+1.97) (Figura 9). El
filo Euryarchaeota también domind el suelo con adicidn de residuos (94.51+0.06), pero seguido
del filo Crenarchaeota (2.91%0.02). Halobacterium y Halorubrum fueron los géneros que

dominaron ambos tratamientos (Figura 10b).
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A nivel de filo, la aplicacion de residuos de maiz afectd negativamente la abundancia relativa
de miembros pertenecientes a Thaumarchaeota y positivamente a los de Crenarchaeota. La
abundancia relativa de géneros como Nitrososphaera (Thaumarchaeota) disminuyd > 2 veces
en el suelo con adicion de residuos, € incrementd la de Desulfurococcus (Crenarchaeota), entre
otros. El andlisis de componentes principales (PCA) separ6é claramente los tratamientos
independientemente del nivel taxonémico, indicando diferenciacion en la estructura de arqueas
entre los tratamientos. Los dos componentes principales explicaron > 90% de la variabilidad de

los datos a nivel de filo (Figura 12), y de > 80% a nivel de género (Figura 13).
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6.3.5. Comunidad de hongos del suelo

El suelo estuvo dominado por miembros pertenecientes al filo Ascomycota
(93.07+0.39% en suelo sin adicion de residuos, y 94.07£0.37% en suelo con adicion de
residuos), seguido por Basidiomycota (6.77+£0.39% en suelo sin residuos, y 5.76+0.34% en el

suelo con residuos) (Figura 9c), mientras Thielavia y Fusarium fueron los géneros mas
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abundantes (Figura 10c). La aplicacion de residuos afecto negativamente la abundancia relativa
de miembros de Basidiomycota, aunque su impacto a nivel de género fue menor comparado con
los géneros bacterianos y de arqueas. El andlisis de componentes principales (PCA) separ6 los
tratamientos independientemente del nivel taxondmico. Esto podria indicar diferencias en la
composicion de hongos entre los tratamientos. Los dos componentes principales explicaron >
95% de la variabilidad de los datos a nivel de filo (Figura 12c¢), y de > 85% a nivel de género

(Figura 13c).

6.3.6. Comunidad de protistas en el suelo

La estructura de protistas del suelo estuvo dominada por el filo Euglenozoa (abundancia
relativa de 40.44+0.22% en el suelo sin adicidon de residuos, y 39.10+0.40% en el suelo con
adicion de residuos de plantas de maiz) y Apicomplexa (29.81+0.14% en el suelo sin adicion de
residuos, y 28.77£0.29% en el suelo con adicion de residuos de plantas de maiz) (Figura 9). A
nivel de género, miembros de Euglenozoa y Cryptophyta fueron dominantes, e.g. Leishmania 'y
Guillardia (Figura 10d). El efecto de la aplicacion de residuos sobre la estructura protista del
suelo fue menor comparado con el efecto de los residuos sobre la estructura bacteriana, y de
arqueas, sin embargo, el analisis de componentes principales (PCA) mostrd separacion entre los
tratamientos independientemente del nivel taxondémico. Los dos componentes principales en el
PCA explicaron > 90% de la variabilidad de los datos a nivel de filo (Figura 12), y de > 75% a

nivel de género (Figura 13).

6.3.7. Estructura viral de suelo
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La estructura viral del suelo estuvo dominada por familias del orden Caudovirales:
Siphoviridae (abundancia relativa, 25.32+1.77%, en su mayoria: L5virus) y Myoviridae
(25.20+0.35%, en su mayoria: T4virus). Se observd diferencias en la dominancia de grupos
entre tratamientos: el suelo con adicién de residuos estuvo dominado por Siphoviridae
(26.67+0.85%) y Myoviridae (25.48+0.06%), y el suelo sin adicion de residuos por Myoviridae
(24.91+0.20%) and Siphoviridae (23.97+1.19%) (Figura 9 y Figura 10e). La aplicacion de
residuos afectd la estructura viral del suelo considerando los valores de proporcion de cambio
(ratios), con valores similares a los cambios de los grupos bacterianos. El anélisis mediante PCA
mostro separacion clara entre los tratamientos, independientemente del nivel taxondémico. Los
dos componentes principales en el PCA explicaron > 70% de la variabilidad de los datos a nivel

de filo (Figura 12e), y de > 60% a nivel de género (Figura 13e).

6.3.8. Analisis de la anotacion funcional del metagenoma

Las secuencias ensambladas (contigs) anotados contra la base SEED, clasifico
las secuencias en 45 categorias funcionales (nivel 1), y en 22 categorias funcionales con la base
de familias de proteinas ortdlogas (COGs, nivel 2). Las categorias de SEED mas abundantes
fueron: Carbohidratos (16.83+0.09%, abundancia relativa del total de contigs anotados), y
cofactores y vitaminas (15.19+0.36%), mientras los COGs mds abundantes fueron: E (transporte
y metabolismo de aminoacidos, 10.39+0.38%) y C (conversion y produccion de energia,
9.37+0.53%) (Figura 14).

El suelo con adicion de residuos de maiz presentd mayor ntimero de contigs anotados
para las funcionalidades relacionadas con el metabolismo general (categorias SEED:
metabolismo central, metabolismo del nitrogeno y metabolismo del DNA), mientras el suelo sin

adicion de residuos presentd funciones relacionados con el metabolismo de compuestos
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aromaticos, y respuesta al estrés (Figura 15). El anélisis mediante PCA mostré separacion clara

entre la funcionalidad de los tratamientos con y sin adicion de residuos (Figura 16).
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Groups, Pigments: 15.2% [P] Inorganic ion transport
and metabolism: 8.9%

[T) Signal transduction
mechanisms: 8.7%

Amino Acids and
Derivates: 11.6%

(€] Energy production
and conversion: 9.4%

Carbohydrates: 16.8% (6] Carbohydrate ra

and metabolism: 8.4% (€] Amino acid transport

and metabolism: 10.4%
Fatty Acids, Lipids

and Isoprenoids: 8.1% [M] Cell walllmembrane/envelope

biogenesis: 7.6%

; Others
Unclassified: 4.9% 9.7%
L] Replication, recombination
Others: 14.3% and repair: 7.5%
Protein Metabolism:

46%
RNA Metabolism:

1) Lipid transport and
metanolism: 3.6%

[V] Defense mechanisms 3.7%

Q) Secondary metaboiites biosynthesis,

transport and catabolism: 4.5%

[O] Posttranslational modification, protein
tumover, chaperones: 6.1%

3.5% N Membrane Transport: 2.1%
Respiration: 3.5% DNA Metabolism: 2.1%
Metabolism of aromatic Compouds: 2.2% (J] Transtation, ribosomal structure

Miscellaneous: 3.1%
= Virulence: 2.3% and biogenesis: 5.5%
Cell Wall and Capsule: 2.9% Stress Response: 2.5%

[K] Transcription:
5.9%

Figura 14. Categorias funcionales del metagenoma del suelo con base en las bases de datos
de a) SEED, y b) COGs.

Por otro lado, ambos tratamientos estuvieron dominados por genes relacionados con
rutas de metabolismo trofico (degradacion de compuestos orgénicos) y sintesis; sin embargo, el
suelo con adicion de residuos de maiz mostré mayor niimero de genes relacionados con rutas
de degradacion, desnitrificacion, y reduccion de nitrato a amonio (DNRA, por sus siglas en
inglés). Genes del proceso de desnitrificacion, por ejemplo, norB, nirK, nosZ y napA, se
encontraron en mayor nimero en el suelo con adicion comparado con el suelo sin adicion de

residuos.
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Figura 15. Anotacion funcional del metagenoma del suelo con base en a) base de datos

SEED, y b) base de datos COGs. UNS, suelo sin adicion de residuos, y MAS, suelo con

adicion de residuos de plantas de maiz.
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Figura 16. Andlisis de componentes principales (PCA) con los datos transformados (clr) de
anotacion funcional del metagenoma del suelo con base en a) base de datos SEED, y b) base de
datos COG. UNS, suelo sin adicion de residuos, y MAS, suelo con adiciéon de residuos de
plantas de maiz.

6.3.9. Diversidad funcional del metagenoma del suelo

La diversidad funcional basada en categorias de SEED presentd cambios debido a la
adicion de residuos de plantas de maiz. El suelo con adicion de residuos presentd un valor
significativamente menor de diversidad funcional comparado con el suelo sin adicién de
residuos a valores de g =1y g =2 (p <0.05) (genes tipicos y dominantes, respectivamente). Sin
embargo, la riqueza funcional (nimero de genes detectados) no se vio afectada.

La diversidad funcional basada en categorias COGs no se vio afectada debido a la
adicion de residuos, sin embargo, mostré mayor diversidad funcional comparada con el suelo
sin adicion de residuos. Lo anterior indica que el suelo sin adicion de residuos estuvo dominado

por un grupo reducido de genes o grupos funcionales (Figura 17).
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Figura 17. Diversidad funcional del metagenoma del suelo con base en a) la base de datos de
SEED, y b) base de datos de COG, empleando los numeros de Hill. UNS, suelo sin adicion de

residuos, y MAS, suelo con adicion de residuos de plantas de maiz.

6.4. Discusion

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la adicion de residuos de plantas de
maiz en la composicion microbiana y funcional de un suelo sujeto a agricultura de conservacion.
En este estudio se determind la estructura microbiana, es decir, la estructura bacteriana, de
arqueas, hongos, protistas y virus, y la funcionalidad de un suelo de cultivo mediante el uso de
secuenciacion directa del DNA i.e. metagendmica.

La riqueza de especies bacteriana fue mayor en el suelo con residuos que en el suelo sin

residuos, sin embargo, estuvo dominando por un numero reducido de especies; lo anterior con
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base en menor diversidad a valores ¢ = 1 y g = 2. Esto podria explicarse por la dominancia de
grupos o estrategas “r”, también conocidos como ‘“‘copiotréficos” —microorganismos de
crecimiento rapido en ambientes ricos en materia organica de facil degradacion— Grupos con
miembros con estilo metabdlico copiotréfico fueron mayormente enriquecidos en el suelo con
adicion de residuos que en el suelo sin residuos, por ejemplo, miembros de Proteobacteria: Alfa-,
Beta- y Gammaproteobacteria. Anteriormente, Maron et al. (2018) observdo que el
enriquecimiento de las clases Beta- y Gammaproteobacteria en un suelo adicionado con celulosa
derivaron en menor diversidad en el suelo.

El nimero de especies virales (riqueza de especies virales) determinado en el suelo con
residuos de maiz fue significativamente menor que en el suelo sin residuos. Su estructura estuvo
dominada por dos familias del orden Caudovirales: Shipoviridae y Myoviridae. El orden viral
Caudovirales es conocido por agrupar miembros virales cuyos hospederos son principalmente
procariontes, es decir, bacteria y arqueas. El cambio en la estructura procarionte pudo haber
afectado la dinamica y composicion viral del suelo. Ya que la estructura y composicion

procarionte puede estar definida por la dinamica o gradiente de nutrientes en el suelo, la

estructura y diversidad viral también puede estarlo debido al cambio en sus hospederos

(Adriaenssens et al. 2017).

6.4.1. Cambios en la composicion bacteriana del suelo

Dos filos fueron enriquecidos en los suelos con adicion de residuos: Proteobacteria y
Bacteroidetes, mientras que la abundancia relativa del resto disminuy6 comparado con el suelo
sin residuos. Ambos grupos se encuentran de manera ubicua en el suelo, junto con
Actinobacteria y Acidobacteria (Jansen, 2006; Fierer et al. 2018). Con anterioridad se ha

observado el incremento de estos grupos en suelos enriquecidos con material organico como
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celulosa o residuos vegetales (Ransom-Jones et al. 2017; Maron et al. 2018; Lian et al. 2019).
Ambos se describen con metabolismo copiotrofo (Fierer et al. 2007a).

Proteobacteria es uno de los filos bacterianos mas versatiles y dentro de éste se
distribuyen quimilitoautotrofos, heterotrofos y fototrofos (Spain et al. 2009), mientras miembros
pertenecientes a Bacteroidetes contienen en su genoma mayor nimero de genes que codifican
para enzimas degradadoras de carbohidratos complejos (carbohidratos de alto peso molecular)
(Diamond et al. 2019; Ransom-Jones et al. 2017). Ambos participan activamente en la
degradacion del material orgdnico de alto peso molecular en suelo (Thomas et al. 2011;
Wieczorek et al. 2019), lo que a su vez explica y asegura su ubicuidad y enriquecimiento.

Contrastando, la abundancia relativa de Acidobacteria, Chloroflexi y Nitrospirae fueron
menor en los suelos con adicion de residuos que el suelo sin adicion de residuos. Se ha reportado
que su estilo metabdlico/ecologico es “oligotrofo”: aquellos microorganismos que crecen en
ambientes con nutrientes limitados, con lento crecimiento, pero uso eficiente de recursos (Fierer
et al. 2007b; Kielak et al. 2009; Ramirez-Villanueva et al. 2015). Actinobacteria y Firmicutes
disminuyeron en el suelo con adicion de residuos, sin embargo, esto contrasta con resultados
publicados anteriormente. Por ejemplo, Ransom-Jones et al. (2017) observo el enriquecimiento
de Firmicutes en suelos adicionados con residuos de algodon. Firmicutes agrupa miembros que
poseen genes que codifican enzimas celuloliticas (degradadores de celulosa), y/o enzimas que
degradan quitina (Ransom-Jones et al. 2017; Wieczorek et al. 2019). La respuesta negativa de
Firmicutes en el suelo con residuos pudo haberse relacionado con otros factores, por ejemplo,
la composicion del material orgénico o factores fisicoquimicos del suelo (Klaubauf et al. 2010;
Maron et al. 2018; Lian et al. 2019).

Dos géneros microbianos fueron dominantes y aumentaron en términos de abundancia
relativa en el suelo con adicién de residuos: Streptomyces (Actinobacteria) y Lysobacter

(Gammaproteobacteria). El primer grupo se encuentran en alta abundancia en ambientes ricos
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en material orgénico (por ejemplo, rizosfera o en suelos forestales) (Lopez-Mondéjar et al.
2016). Streptomyces juega un papel importante en el ciclo del C por ser saprofiticos
(descomponen y se alimentan de material residual animal y vegetal) (Lloyd, 1969; Vurukonda
et al. 2018). Miembros de Lysobacter, por otro lado, contienen genes que codifican para una
maquinaria enzimatica muy amplia, por ejemplo, enzimas degradadoras de proteinas, de quitina,
e hidroxilasas; su capacidad metabdlica/enzimatica asegura su presencia, prevalencia y
enriquecimiento en ambientes varios.

Entre otros, y en orden jerarquico, los géneros Pseudoxanthomonas >
Stenotrophomonas > Xanthomonas > Lysobacter > Sinorhizobium fueron enriquecidos en el
suelo con adicion de residuos. Todos con potencial celulolitico (degradadores de celulosa), y
relacionados como promotores de crecimiento vegetal (Berlemont and Martiny, 2013). La
presencia sinérgica de Xanthomonas y Stenotrophomonas ha sido reportado puede actuar como
control contra patogenos en partes aéreas de Arabidopsis thaliana (Berendsen et al. 2018);
ademas, Stenotrophomonas y Pseudomonas han sido aisladas de raices de plantas de maiz por
formar parte del microbioma central de éstas (Niu et al. 2017; Walters et al. 2018). Lo anterior
sugiere la importancia de éstos en los mecanismos de interaccion “planta-microorganismo”.

Contrastando, la abundancia relativa de Nitrosospira y Gemmatirosa disminuyeron en
el suelo con adicion de residuos. Especies de Nitrosospira (Betaproteobacteria) oxidan
amoniaco a nitrito (Le Roux et al. 2016), con estilo metabdlico oligotréfico, de lento
crecimiento, y quimilitoautotrofo (obtienen su energia a partir de la oxidacion de elementos
minerales; NH3z 6 NO2, por ejemplo). Lo anterior indica que aun en las condiciones
copiotroficas que se identifican en el suelo empleado en este estudio —suelo con retencion de
residuos de cultivos y fertilizacidén inorgénica en campo— la adicion en el laboratorio de residuos
organicos de facil degradacion en forma de plantas de maiz enriquecid grupos bacterianos

copiotroficos, y afecto negativamente a grupos oligotréficos.
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Sin embargo, se sabe que el enriquecimiento o reduccion de grupos microbianos no sélo
dependera de la adicién de residuos organicos, sino también por variables ambientales o
edaficas. Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo fueron similares en este estudio, asi que
los cambios observados en la composicion bacteriana pudieron ser debido, principalmente, a la
adicion del residuo orgénico afiadido. Se debe tener en cuenta, sin embargo, que la comunidad
endofitica de las plantas de maiz pudo haber alterado la composicion bacteriana del suelo.
Consecuentemente, los cambios observados en el suelo con adicion de residuos de plantas de
maiz no s6lo serd resultados de la adicion del residuo orgéanico, sino también por la adicion de
la estructura microbiana externa.

La adicion de residuos de plantas de maiz incremento6 la abundancia relativa de genes
asociados a la desnitrificacion, mientras en el suelo sin adicidén de residuos, la abundancia de
genes relacionados a la nitrificacion fue enriquecida. El mayor nimero de genes relacionados a
la desnitrificacion (por ejemplo, norB, nirK y nosZ) determinados en el suelo con adicion de
residuos pudo haberse relacionado con la presencia de micrositios andxicos (bajo nivel de
oxigeno) en el suelo producto de la mineralizacion del material organico y la consecuente
liberacion de COz. Lo anterior también pudo comprobarse con la presencia de mayor numero
de genes relacionados a la degradacion de compuestos orgdnicos en el suelo con residuos que

en el suelo sin residuos.

6.4.2. Composicion de arqueas en el suelo

Miembros del filo Thaumarchaeota disminuyeron su abundancia relativa en el suelo con
adicion de residuos de maiz, pero no los miembros del filo Euryarchaeota. Grupos como
Nitrosophaera y Nitrosopumilus disminuyeron en abundancia relativa en el suelo con adicion

de material organico. Ambos pertenecen al filo Thaumarchaeota. Se sabe que miembros de
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Thaumarchaeota son de lento crecimiento, fijadores de C (autotroficos), y metabolismo
oligotrofo; ademas de estar ampliamente distribuidos en cuerpos acuaticos y en suelos de cultivo
(Nelker et al. 2019), en donde son parte importante de los ciclos del Cy N (He et al. 2020). Los
resultados mostraron mayor abundancia relativa de arqueas nitrificadores en el suelo sin adicion
de residuos, que en el suelo con adicion de plantas de maiz. Esto podria estar relacionado con
su metabolismo oligotréfico, y por la adicion de fertilizacion en el campo, es decir, la presencia
de fuente de N mantendria sus poblaciones. Por otro lado, el enriquecimiento de grupos
metanogénicos en el suelo con adicion de residuos de plantas de maiz, por ejemplo, miembros
de Crenarchaeota (e.g. Desulfurococcus) y Euryarchaeota (e.g. Methanococcus 'y
Methanocaldococcus) indicaria la presencia de microambientes anoxicos, que podria estar a su
vez relacionado con la mineralizacion del material orgénico. Lo anterior podria también explicar
el aumento en el nimero de genes relacionados a la desnitrificacion. La liberacion de CO2
producto del metabolismo heterotréfico, se sabe, es un promotor del crecimiento de grupos
metanogénicos (He et al. 2019).

Aunque la abundancia relativa de algunos géneros de arqueas fueron afectados por la
adicion de material organico, su riqueza y diversidad no fue afectada. Esto podria indicar que la
aplicacion del material orgénico tiene bajo impacto sobre las poblaciones de Arqueas, al menos
en comparacion con las bacterias, y tras haber transcurrido tres dias después de la aplicacion del
residuo de maiz. Se observd similitudes entre los grupos de arqueas y bacterias respecto a la
teoria de que grupos con estilo metabdlico copiotrofo aumentaron en un suelo con
disponibilidad de nutrientes, es decir, en el suelo con adicion de residuos de maiz, y oligotrofos

en uno con menor disponibilidad de nutrientes, es decir, el suelo sin adicion de residuos.

6.4.3. Composicion de la estructura de hongos del suelo
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Se sabe que los hongos llevan a cabo funciones ecoldgicas importantes; son activos
participantes en los ciclos del C en suelo (Frac et al. 2018). Aunque de manera general se sabe
que los hongos pueden degradar celulosa, cierto nivel de especializacién a nivel molecular
puede existir en el genoma de éstos (Wilhelm et al. 2019). De acuerdo con los resultados, la
comunidad del suelo estuvo compuestos por los filos Ascomycota, Basidiomycota y
Microsporidia. Ascomycoa, y los géneros Fusarium y Thielavia fueron los grupos con mayor
abundancia relativa. Ambos, Ascomycota y Basidiomycota son los grupos dominantes en el
suelo (Fierer, 2017; Sun et al. 2017; Maron et al. 2018; Murgia et al. 2019). Por su parte,
Fusarium y Thielavia dominan en diferentes tipos de suelo (Moussa et al. 2017; Jia et al. 2018).
Los filotipos de Fusarium responden positivamente a la disponibilidad de N y al contenido de
material orgénico, lo que explicaria su dominancia en los suelos con y sin adicién de residuos
(Sommermann et al. 2018). Son degradadores de celulosa y participan en la degradacion y
mineralizacién de residuos vegetales en el suelo forestal y de cultivos (Lynd et al. 2002;
Stursova et al. 2012; Ma et al. 2013).

La descomposicion de los residuos de maiz en el suelo depende de la interaccion entre
la biota del suelo (comunidades microbianas) y las condiciones ambientales y edéaficas. Ya que
este estudio se baso en el analisis de las poblaciones microbianas tras tres dias de agregar
material orgdnico de facil degradacion, se puede concluir que el tiempo pudo no haber sido

suficiente para observar cambios en la poblacion de hongos.

6.4.4. Estructural de la comunidad de protistas en el suelo

El reino Protistas y sus miembros (prostistas) son parte esencial de las redes metabdlicas
heterotrdficas en el suelo (Geisen et al. 2018). Su diversidad puede estar definida por la dindmica

bacteriana u hongos patogenos, asi como de las caracteristicas edaficas (Xiong et al. 2019). Sin
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embargo, la informacion disponible sobre los cambios en la diversidad su es aun limitada.
Estudios recientes se han centrado en los cambios del filo Cercozoa en areas pastizales
(grassland soils) (Fiore-Donno et al. 2019), y en los cambios en su diversidad en suelos para
cultivo (Zhao et al. (2019). En este estudio, la aplicaciéon de material orgdnico de facil
degradacion no afecto la diversidad y riqueza de especies de protistas; tampoco se observod
cambios fuertes en la abundancia relativa de los grupos identificados. Se identifé que el filo
Cryptophyta fue enriquecido en el suelo con adicion de residuos; su enriquecimiento podria
estar relacionado con su actividad predadora de bacterias, aunque muchos de sus miembros, se

sabe, son autotroficos (Grujcic et al. 2018).

6.4.5. Estructura viral del suelo

Se conoce que la diversidad de virus en el suelo es grande, y no necesariamente conocida
(Yin and Fischer, 2008; Williamson et al. 2017; Emerson et al. 2018). Ademas, la falta de un
marcador molecular, es decir, un gen (o regién conservada) que permita su identificacion o
agrupacion limita su investigacion. Los virus pueden afectar la dindmica de sus hospederos
(estructura procarionte en suelos), y por ello, tener un impacto a nivel ecosistema (Emerson et
al. 2018); en el sentido de que pueden modular los genes relacionados con el metabolismo basico
de los hospederos (Trubl et al. 2018).

Los resultados mostraron que las familias virales dominantes no fueron afectadas por la
adicion de residuos organicos, pero si los géneros dominantes. Ambos tratamientos, enmendado
con residuos y sin enmendar, estuvieron dominados por Sophiviridae y Myoviridae. Ambas
familias pertenecen al orden viral Caudovirales. Caudovirales es el grupo dominante en suelos
con elevada diversidad vegetal (Segobola et al. 2018), y sus miembros, por ejemplo,

Siphoviridae, han sido reportados en permafrost (Emerson et al. 2018).
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La estructura viral del suelo es altamente variable. Por ejemplo, Graham et al. (2019)
reportd elevada carga viral en la rizésfera en suelos con pastura (grassland soil) y suelos
forestales, y que las condiciones ambientales definieron su estructura. Los resultados de este
estudio mostraron menor riqueza y diversidad viral en los suelos con adicidon de residuos que el
suelo sin residuos. Producto de la adicion de residuos organicos, la dindmica microbiana se ve
afectada, asi como el numero hospederos virales, y a su vez, esto afecta la diversidad viral. El
enriquecimiento de un numero limitado de grupos microbianos, por ejemplo, bacterias

copiotroficos, puede llevar a la perdida de hospederos y de la diversidad viral.

6.4.6. Funcionalidad y diversidad del metagenoma

La estructura funcional del suelo estuvo dominada por funciones relacionadas al
metabolismo microbiano basal, por ejemplo, metabolismo de C, produccién y conversion
energéticas, y metabolismo y transporte de aminoacidos. Anteriormente, se han observado
respuestas similares a la adicion de residuos al suelo (Souza et al. 2015; Suleiman et al. 2018).
Estas funciones estan relacionadas con la maquinaria constitutiva microbiana que les permite
desarrollarse. Sin embargo, la adicion al suelo de residuos de maiz afectd su metagenoma. El
suelo con adicion de residuos de maiz presentd mayor numero de secuencias relacionadas con
rutas metabolicas comunes como lo son: metabolismo de C, aminodcidos, y transporte y
metabolismo de carbohidratos, metabolismo central, adquisicion de Fe, y metabolismo de
compuestos nitrogenados, comparado con el suelo sin adicion de residuos de maiz.

El enriquecimiento de genes funcionales basales pudo estar relacionado con el mayor
contenido de N disponible, y de compuestos organicos de facil degradacion en el suelo con
adicion de residuos de maiz; un ambiente copiotrofico incrementa el metabolismo heterotrofico

y la emision de CO2 (Souza et al. 2015; Suleiman et al. 2018). Sin embargo, la abundancia
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relativa de genes relacionados con el metabolismo de compuestos aromaticos y metabolitos
secundarios no fue afectado por la adicion de residuos de maiz en el suelo. Observacion que
contrasta con resultados anteriores en suelos de cultivo con adicién de residuos (Souza et al.
2015; Wu et al. 2018). Por otra parte, la diversidad funcional fue afectada por la adicion de
residuos de maiz. El suelo con adicion de residuos presentd mayor riqueza (nimero de genes)
que el suelo sin adicion de residuos. La mineralizacion de los compuestos de C complejos
provenientes de los residuos (e.g. celulosa o lignina), y la liberacion de carbohidratos de facil
degradacion podrian explicar, en parte, la mayor riqueza funcional en el suelo enmendado. La
baja redundancia, es decir, mayor diversidad funcional, indica mayor especializacion en la
degradacion de metabolitos.

No soélo la dinamica de nutrientes puede afectar la diversidad funcional en el suelo;
factores edaficos y la perturbacion del suelo puede definirla también. Por ejemplo,
anteriormente se ha observado el incremento de genes relacionados al metabolismo del DNA,
metabolismo de aminoacidos y sus derivados, y el metabolismo de carbohidratos debido a la
rotaciéon de cultivos o monocultivos, asi como por efecto de cambio de uso de suelo (e.g.,

forestal a cultivo) (Souza et al. 2015; Wu et al. 2018; Munoz-Arenas et al. 2018).

6.5. Conclusion

La adicion de residuos de maiz afectd a grupos con la habilidad de degradar compuestos
de alta complejidad e incremento la liberacion de carbohidratos simples. El suelo sin adicion de
residuos estuvo dominado por microorganismos nitrificadores. Esto refuerza la idea de un
sistema oligotrofo en el suelo sin adicion de residuos comparado con el suelo con adicion de
residuos. Este wltimo mostré un sistema copiotrofo. El nimero de genes relacionados al

metabolismo basal microbiano incremento en el suelo con adicion de residuos, pero también los
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genes relacionados con la desnitrificacion; esto podria relacionarse con la formacién de
micrositios anoxicos durante la mineralizacion del residuo de maiz agregado al suelo. Los genes
relacionados a la nitrificacién fueron mas abundantes en el suelo sin adicién de residuos. Lo
anterior podria ser consecuencia del mayor contenido de N disponible para nitrificadores en el
suelo sin adicion de residuos; esto en comparacion con el suelo con adicion de residuos en donde
la degradacion del material orgénico estimul6 la inmovilizacion de N.

Por ultimo, la diversidad viral se relacion6 con la dinamica procarionte, dado su
requerimiento obligado de hospederos. Los resultados obtenidos en esta investigacion resaltan
la importancia de la cémo las comunidades microbianas responden a la adiciéon de material
orgéanico, y su investigacion. Especialmente en la linea del uso creciente de la agricultura de

conservacion y la retencion de cultivos a nivel global.
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VII. Capitulo I1. Ammonium alters the bacterial community structure in soil

under different management practices: a laboratory study

7.1. Introduccion

Los microorganismos son vitales para el ecosistema ya que son estos quienes llevan a
cabo el reciclado de lo nutrientes mediante los ciclos de carbono (C), nitrogeno (N) y fosforo
(P), por mencionar algunos (Falkowski et al. 2018). E1 N es vital para el crecimiento vegetal y
es reducido a través de la conversion de nitrogeno molecular a amonio (NH4") por medio de
microrganismos fijadores de N; aquellos en relacion simbiotica con las plantas, o de vida libre.

Cuando el amonio estad disponible, sufre el proceso de nitrificacion —dinamica mediada
por procariontes nitrificadores— en el que el amonio es convertido a nitrito (NO2) y luego a
nitrato (NOs7). Los nitrificadores juegan un papel muy importante en el ecosistema global; su
actividad estd mediada por multiples factores como la disponibilidad de amonio, el pH,
humedad, temperatura y uso de suelo (Anderson and Levine, 1986; Li et al. 2018).

En México, las précticas agricolas incluyen generalmente el monocultivo de maiz (Zea
mays L.), arado del suelo y la remocién de los residuos de cultivo, ademas de cantidades
variables de fertilizantes. El rastrojo se quema o se emplea para alimento en la ganaderia. El uso
intensivo con fines de cultivo reduce el contenido de materia orgéanica del suelo, y provoca
pérdida de su fertilidad. La pérdida de material organico es debido a la remocion del residuo de
los cultivos, y por el arado, que rompe la estructura del suelo y expone a oxidacion constante el
material organico del suelo.

La pérdida de materia organica del suelo y los cambios en su textura reduce la infiltracion

de agua, y la ausencia de cobertura puede promover la erosion. La agricultura de conservacion
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(CA) que incluye movimiento reducido del suelo, rotacion de cultivos y la retencion de residuos
de cultivos en la superficie, ha surgido como alternativa para desacelerar la pérdida de fertilidad
del suelo and incluso revertirla (Chahal et al. 2020). El experimento de larga duracion
establecida por el CIMMyT en valle del Yaqui (cerca de Ciudad Obregon, Sonora) al noroeste
en México investiga —desde 1992— el efecto de la labranza y manejo de residuos, agricultura de
conservacion y rotacion de cultivos en la calidad del suelo; por ejemplo, las caracteristicas
fisicas y quimicas del suelo (Verhulst et al. 2011).

Aun se desconocer como las précticas agricolas contrastantes, CA vs CP, y la aplicacion
de N inorganico afectan la poblacion bacteriana del suelo y su actividad. Por lo tanto, suelos
con agricultura de conservacion con retencion de residuos cultivo, y de agricultura convencional
con retencidon y/o quema de residuos de cultivo, sin fertilizacion de N-inorganico fueron
muestreados del centro de larga experimentacion. Las muestras de suelo se llevaron al
laboratorio para su analisis metagendmico. En el laboratorio, las muestras fueron enmendadas
con 300 mg NH4"-N o sin enmendar, e incubadas por 56 dias de forma aerobica. Durante la
dindmica se monitorearon el contenido de N inorganico, la estructura microbiana, y la emision
de COz del suelo. El objetivo de este estudio fue determinar como las poblaciones microbianas
del suelo fueron afectadas por i) las diferentes practicas agricolas, y ii) la aplicacion de NH4*

bajo condiciones controladas en el laboratorio.

7.2. Materiales y métodos.

7.2.1. Muestro y caracterizacion de suelos

El muestreo se realiz6 en el campo experimental Norman E. Borlaug (CENEB), ubicado

en Ciudad Obregdn, Sonora (México) (Figura 3) en abril de 2016. Los detalles del campo
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experimental se describen en la seccion 5.2.1. En este estudio se emplearon tres précticas
agricolas: 1) camas permanentes con retencion de cultivos y agricultura convencional (CT), ii)
camas permanentes con retencion de cultivo y quema de residuos (PBB; agricultura de
conservacion), y 1ii) camas permanentes con retencion de cultivos (PBB; agricultura de
conservacion). Se tomaron diez submuestras aleatoriamente (500 g) de la capa del suelo de 0-
15 cm de cada réplica de campo (n = 3), y se mezclaron por separado. Obteniéndose asi 9
muestras compuestas de suelo, es decir, tres tratamientos con tres réplicas cada uno (n = 9). El
suelo se dejo secar en invernadero, se tamizd a 2 mm de tamaio de particula y se determinaron
sus caracteristicas fisicas y quimicas: pH, carbono total (TOC), nitrogeno total (TN), capacidad
de retencion de agua (WHC), humedad, conductividad electrolitica (EC), y textura (ver detalles

en seccion 5.2.1).

7.2.2. Microcosmos: Disenio y dinamica experimental

Dieciséis muestras de 50 g de cada practica (n = 3), y réplica de campo (n = 3) fueron
dispuestas en frascos de 120 ml, y ajustados al 40% de WHC. Estos fueron dispuestos en frascos
de 1 1, junto a un frasco pequefio con 20 ml de NaOH 1 M para la captura del CO2 (Jenkinson
and Powlson, 1976). Los frascos de 1 1 fueron sellados y pre-incubados durante siete dias; éstos
fueron aireados cada 48 h para mantener condiciones aerobias.

Tras siete dias de pre-incubacién, la mitad de las muestras de suelo (n = 72) fueron
enmendadas con lo equivalente a 300 mg (NH4")2S04-N kg™! suelo (considerado el suelo con
adicion de N); y a la otra mitad (n = 72) se le adiciono lo equivalente en volumen de agua
destilada (considerados muestras control o sin adicion de N). El suelo fue homogeneizado en
ambos tratamientos. Posteriormente, un frasco de cada réplica de campo (n = 3), y cada practica

agricola (n = 3) con y sin adicion de N fue seleccionado al azar y empleado para la extraccion
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de N mineral con 80 ml de sulfato de potasio 0.5 M (K2SO4) empleando 20 g de muestra. De la
misma unidad experimental, 10 g de suelo fueron conservado a -20 °C para su posterior
extraccion de DNA. Este procedimiento fue considerado como el dia cero de la dindmica. Los
frascos restantes fueron sellados e incubados durante 56 dias. Tras 1, 3, 5, 7, 14, 28 y 56 dias,
un frasco de cada tratamiento y réplica, con y sin adicion de N fue tomado al azar. Estos fueron
abiertos, el NaOH removido y sellado para su posterior analisis de CO2. El suelo fue removido,
y parte de €l se uso para la determinacion de N mineral y extraccion de DNA, tal y como se

describid anteriormente.

7.2.3. Extraccion de DNA total de suelo y amplificacion y secuenciacion del gen 16S rDNA

A partir de las muestras de suelo se extrajo el material genomico de dos pseudo-réplicas
de 500 mg de cada réplica de campo empleando tres métodos de extraccion. Es decir, se
emplearon 9 g de cada tratamiento para su extraccion: 2 pseudo-réplicas x 3 métodos de
extraccion x 3 réplicas de campo x 500 mg de muestra = 9 g suelo. Las técnicas se basaron en
lisis celular quimica, enzimatica, térmica, mecanica, y/o su interaccion (Hoffman y Winston,
1986; Sambrook y Rusell, 2001; Valenzuela-Encinas et al. 2008). EIl DNA metagendmico fue
conservadas a —20 °C en solucién Tris-HCI (1 mM) hasta su posterior uso.

La amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) de las regiones V3-V4 del gen 16S rDNA bacteriano fue empleando los iniciadores 341-
F (5-CCTACGGGIGGCWGCAG-3") y 805-R (5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’)
(Herlemann et al. 2011), siguiendo el protocolo de Illumina Inc.: “16S metagenomic sequencing
library preparation” (15044223 Rev. B). Se realizaron amplificaciones en triplicado para cada

muestra de DNA metagendmico (n = 144), siguiendo las condiciones en Navarro-Noya et al.
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(2013). En cada grupo (batch o set) de amplificacion, un control negativo, es decir, una reaccion
de PCR sin DNA, fue corrida para comprobar la integridad de los reactivos.

Los amplicones por triplicado de cada muestra fueron mezclados y purificados
empleando el kit comercial FastGene™ (Nippon Genetics, Co., Ltd). Los amplicones
purificados fueron cuantificados mediante el ensayo PicoGreen® de Invitrogen en NanoDrop™
3300 (Thermo Scientific In., Suwanee, CA), y mezclados de manera equimolar para su posterior
secuenciamiento. El secuenciamiento fue realizado mediante el servicio externo de Macrogen
Inc. (Setl, Korea) empleando la plataforma Illumina Mi-Seq 2x300 paired-end. Las secuencias
fueron sometidas a la base de datos del SRA-NCBI bajo el nimero de “BioProject”:

PRINAS545497.

7.2.4. Analisis bioinformatico

Las secuencias fueron analizadas empleando los scripts del software QIIME v1.9
(Caporaso et al. 2010), de acuerdo con lo siguiente: a) La union de las secuencias pareadas
(assembly of paired-end reads) fue realizado con el algoritmo fastg-join empleando un traslape
de 100 nucledtidos (-j 100) para asegurar la union de las dos regiones amplificadas, V3—-V4. El
tamafo aproximado del amplicon fue de 490 pb. b) Extraccion de barcodes: Cada muestra de
ADN metagenoémico fue amplificada junto a un identificador tnico (“barcode’): una secuencia
de 8pb en cada extremo. Dicha secuencia se extrajo de cada libreria empleando el comando
extract_barcodes.py. c) Demultiplexing: proceso que conlleva la agrupacion de cada secuencia
de DNA junto a su etiqueta o codigo unico (“barcode”). Este proceso se llevo a cabo con el
comando split libraries fastq.py. d) Identificacién y remocion de secuencias quiméricas: Los

amplicones quiméricos son aquellos amplicones producto de la mezcla de dos regiones de genes
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de distinto genoma. Esto sucede debido a los errores intrinsecos a la técnica de amplificacion.
Su eliminacion fue a través del alineamiento de las secuencias obtenidas en (¢) contra una base
de referencia (i.e., GreenGenes v13_8). La identificacion y remocion de quimeras se realizod con
los comandos identify chimeras.py y filter otus from otu_table.py, respectivamente. e)
Agrupacion de OTU’s97% (unidad taxondmica operacional): La agrupacion por OTUs se llevo a
cabo con el comando pick open_otus.py (ajustes usados: -m usearch61, -s 0.01, -aO 4). Tras la
agrupacion de OTUs al 97% de similitud (default settings), la asignacion taxondmica se realizo
mediante el alineamiento contra la base de datos del GreenGenes (v13 8). La abundancia
relativa, y el numero de secuencias por OTU (i.e., counts), se obtuvieron con los comandos

summary_taxa.py'y biom-convert, respectivamente.

7.2.5. Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizd en el software “R” v3.6 (R Core Team, 2018). El
método de analisis de varianza simple (ANOVA one-way) se empled para determinar diferencias
en las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos entre los tratamientos. El método de
comparacion multiple Tukey-HSD se empled para determinar diferencias entre las medias de
los tratamientos y se determind significancia si el valor p fue menor a 0.05 (p <0.05). El analisis
de los grupos taxonomicos afectados se evalué con la funcion “aldex.kw” de la paqueteria
ALDEX2 de acuerdo con lo propuesto por Gloor et al. (2017) y Fernandes et al. (2015). Lo
anterior evita la aseveracion de cambios en grupos microbianos debido a la naturaleza
“composicional” (abundancia relativa y no valores absolutos) en la secuenciacion masiva.

La visualizacion de la abundancia relativa se realizé6 mediante mapas de calor (de ahora

en adelante “heatmaps”), con el promedio por tratamiento y dia, de los datos taxondémicos. El
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analisis multivariado (analisis de componentes principales: PCA) se emple6 para evaluar el
efecto de los tratamientos sobre los grupos taxondmicos. Para determinar el efecto de los
factores principales (practicas, adicion de NH4"-N y tiempo) sobre los grupos microbianos, el
método no paramétrico de “‘andlisis multivariado por permutaciones” (permutational
multivariate analysis, pertMANOVA) se realiz6 con la paqueteria “Vegan” (Oksanen et al.

2018).

7.3. Resultados

7.3.1. Mineralizacion de carbono y nitrogeno

Tras 56 dias del experimento, la cantidad de COz liberado por tratamiento fue en el orden
CT > PBC > PBB (Figura 18). La aplicacion de amonio incrementd significativamente la
cantidad de COz liberado 2.6 veces comparado con el suelo sin adicién de amonio tras 56 dias
del experimento (F(1,12) = 127.6, p < 0.001). No hubo diferencia significativa en la emision de
CO2 entre practicas agricolas independientemente de la adicion de amonio. El contenido de
amonio en el suelo sin adicidn de amonio fue similar entre las practicas agricolas (< 11 mg N
kg! suelo) (Figura 19a). La cantidad de amonio en el suelo con adicion de amonio, sin embargo,
disminuy6 rapidamente, y fue determinado en < 4 mg N kg! de suelo después de 56 dias. Tras
14 dias, la concentracion de NH4" en el tratamiento PBB fue significativamente mayor que CT
y PBC, pero no en los siguientes dias de la dindmica (p < 0.05). La concentracion de nitrito
(NO2’) fue < 0.2 mg N kg'! en el suelo sin adicion de amonio, sin embargo, la adicion de N
increment6 dicho contenido (Figura 19b). La concentracién méxima de NO>™ determinada en

suelo fue tras 3 dias, y posteriormente, disminuyd hasta ser indetectable tras 56 dias. La
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concentracion de nitrato (NO3), por otro lado, permanecié < 13 mg N kg™! en el suelo sin adicion

de amonio, pero la aplicacion de éste lo increment6 significativamente (Figura 19c¢).

Emission of CO, (mg C kg‘1 dry soil)

Time (days)

Figura 18. Dinamica acumulativa de COz. Suelo con préctica convencional y retencion de
cultivos sin adicion de amonio (CT, () o con adicion de 300 mg NH4"-N kg'! (CT, H), camas
permanentes con retencion y quema de residuos de cultivo sin adicion de amonio (PBB, O) o
con adicién de 300 mg NHs"-N kg'! (PBB, @), camas permanentes con retencion de cultivos
sin adicion de amonio (PBC, A) o con adicion de 300 mg NH4™-N kg'! (PBC, A).

7.3.2. Resultado de la secuenciacion y diversidad microbiana en el suelo

A partir de las 144 muestras, se obtuvieron 1.5x10° secuencias ensambladas de la region
V3-Vadel gen 16S rDNA, con calidad y libre de quimeras. Las curvas de rarefaccion mostraron
tendencia asintotica, lo que significa que mayor profundidad no aumentaria el nimero de OTUs
en gran medida. El indice “good s coverage” fue de 83% (promedio de todas las muestras), y se
pudieron identificar 38 filos bacterianos, 111 clases, 180 ordenes, 235 familias, y 387 géneros.
La diversidad bacteriana, con base en el numero de especies efectivas, mostro valores similares
entre los tratamientos en el suelo sin adicion de amonio, sin embargo, la adicion de éste afectd
su dinamica. Se observo pérdida de riqueza de especies (¢ = 0) en el suelo con amonio después

de tres dias, y una recuperacion al final del experimento.
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Figura 19. Dinamica de mineralizacion de N, a) amonio (NH4"), b) nitrito (NO2"), y ¢) nitrato
(NO3"). Suelo con practica convencional y retencion de cultivos sin adicion de amonio (CT, L)
o con adicion de 300 mg NH4"-N kg™! (CT, l), camas permanentes con retencion y quema de
residuos de cultivo sin adicion de amonio (PBB, O) o con adicion de 300 mg NH4*-N kg! (PBB,
@), camas permanentes con retencion de cultivos sin adicion de amonio (PBC, A) o con adicion
de 300 mg NH4*-N kg'! (PBC, A).

7.3.3. La estructura bacteriana del suelo definida por las prdcticas agricolas

La estructura bacteriana de suelo al inicio del experimento estuvo dominada por Proteobacteria
(51.51+4.04%, dominado por Gammaproteobacteria 20.15 +5.38%), Acidobacteria
(26.60+3.71%, dominado por Acidobacteria-6 9.56+1.25%) y Firmicutes (5.97+1.47%,
dominado por Bacilli 5.26+1.41) (Figura 20a). Y a nivel de género, el suelo estuvo dominado
por Halomonas (12.68+£3.11%, del filo Proteobacteria) y Bacillus (3.11£1.01%, del filo

Firmicutes) (Figura 20b).
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Figura 20. Heatmap con la abundancia relativa (%) de filos bacterianos en el suelo con practica
convencional con retencion de residuos (CT), préactica de conservacion con camas permanentes
y quema de residuos (PBB), y practica de conservacion con camas permanentes y retencion de
cultivos (PBC).
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Figura 21. Analisis de componentes principales (PCA) y andlisis multivariado con
permutaciones (perMANOVA) del efecto de la adicion de amonio y practicas agricolas en la
estructura bacteriana del suelo. Suelo con camas permanentes y arado convencional y retencion
de cultivos sin adicion de NH4*-N (CT, ) o con 300 mg NH4*-N kg'' (CT, W), camas
permanentes con quema de residuos sin adicion de NH4"-N (PBB, O) o con adicion de 300 mg
NH4+-N kg'! (PBB, @), camas permanentes con retencion de cultivos sin adicion de NH4*-N
(PBC, A) o con adicion de 300 mg NH4"-N kg'! (PBC, A).

Con base en el analisis diferencial (funcion aldex.kw), se observd que un mayor nimero
de grupos bacterianos a nivel de género fueron significativamente afectados por las practicas
agricolas en suelo sin adicién de amonio comparado con el suelo con adicién de amonio (p <
0.05, Cuadro 3). Por ello el analisis de componentes principales mostro la separacion entre los
suelos con y sin adicion de NH4", y en menor grado por las practicas agricolas. Adicionalmente,
el analisis mediante perMANOVA mostrd que la estructura bacteriana fue significativamente
afectada por la adicion de amonio (p < 0.001), y luego por las practicas agricolas (p < 0.05),
independientemente del nivel taxonémico (Figura 21).

Por otro lado, con base en el analisis mediante PCA y perMANOVA, tanto las practicas

agricolas como el tiempo de incubacion afectaron significativamente la estructura bacteriana en

el suelo con y sin adicion de NH4" (Figura 22, p < 0.004). Sin embargo, la aplicacion de amonio
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afectd de manera inmediata la estructura bacteriana del suelo; el analisis mediante PCA mostr6

el agrupamiento claro de la estructura bacteriana del suelo con NH4" respecto al tiempo,

agrupandose en 1) los dias 0, 1 y 3, i) los dias 5, 7 y 14, y iii) dias 28 y 56 (Figura 22b).
Cuadro 3. Analisis diferencial de la composicion bacteriana del suelo (aldex.kw). Efecto de practicas

agricolas (CT, PBB, 6 PBC) sobre grupos bacterianos en suelo sin adicion de NH4"-N, y con adicion
de 300 mg de NH4"-N kg'!, mediante andlisis de datos composicionales (ALDEx2, Gloor et al. 2019).

Suelo sin enmendar Suelo con 300 mg NH,"-N kg

Cyanobacteria * 8.21x10°°

Fibrobacteres 1.78x1073

Candidatus Koribacter 5.16x107 Candidatus Koribacter 1.11x1073
Rubellimicrobium 2.96x107 Ammoniphilus 3.49x107
Rubrivivax 4.02x107 Bradyrhizobium 2.29x10?
Steroidobacter 3.93x10* Sphingobium 3.79x10?
Bradyrhizobium 6.38x10*

Ammoniphilus 1.46x107

Methylibium 2.51x1073

Rhizobium 1.46x102

Hyphomicrobium 1.72x107?

Kaistobacter 1.95x1072

Fimbriimonas 2.71x107

Sphingobium 2.94x1072

Bacillus 3.02x107

Candidatus Solibacter 3.20x107

Gemmata 3.44x10?

Rhodoplanes 3.77x10

Myxococcus 4.01x102

Afifella 4.29x10?

Ardenscatena 4.71x1072

8 S6blo grupos bacterianas asignados a nivel de filo o género significativamente afectados por las practicas agricolas
P < 0.05, ® Los valores obtenidos del analisis de Kruskal-Wallis para cada grupo bacteriano obtenido mediante la
funcién aldex.kw empleando los valores transformados (transformacion clr) con la paqueteria ALDEX2.

7.3.4. La estructura bacteriana del suelo definida por la aplicacion de 300 mg NH+" kg™’

La aplicacion de amonio al suelo afectd de manera inmediata y altamente significativa

la estructura bacteriana del mismo comparado con el suelo sin adicion de amonio
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independientemente de la practica agricola i.e. CT, PBB o PBC (Figura 23). De acuerdo con el
analisis de PCA y perMANOVA, la estructura bacteriana del suelo se separ6 entre suelos sin
enmendar y enmendados, y también a través del tiempo. El efecto de la aplicaciéon de amonio
separd la comunidad bacteriana durante los primeros tres dias (0, 1 y 3), y el fue mas evidente
en los suelos con practica agricola convencional (CT) con base en el estadistico F (Pseudo-F,
Figura 23a). El andlisis diferencial con base en aldex.kw, mostrd que un mayo numero de grupos
a nivel de género fueron significativamente afectados por la aplicacion de amonio en los suelos

con agricultura convencional (CT) que en los de conservacion (PBB o PBC) (Cuadro 4).

7.3.5. Analisis “in silico” del metagenoma del suelo: prediccion funcional

El potencial funcional del metagenoma del suelo estuvo dominado por las rutas
metabolicas, basados en la base de datos de “Kyoto Enciclopedia of genes and genomes”
(KEGG), del metabolismo de aminoacidos (10.2+0.7%) y metabolismo de carbohidratos
(10.1£0.5%). Los genes putativos del ciclo del N dominantes fueron los relacionados con el
transporte y asimilacion de compuestos nitrogenados, por ejemplo, COG2146 (subunidad de
nitrato reductasa) y COG0174 (glutamina sintetasa). El analisis multivariado mostr6é que las
rutas metabodlicas basadas en el KEGG fueron afectadas significativamente por las practicas
agricolas (perMANOVA, p < 0.05), mientras que los genes putativos de N fueron
significativamente afectados por ambos, las practicas y la adicion de N (p < 0.001). La
visualizacion mediante PCA evidenci6 el enriquecimiento de rutas relacionadas al transporte y
metabolismo y genes relacionados con la asimilacion de N en el suelo sin adicion de N

(“transport and catabolism”, “amino acid metabolism”, “glutamine synthetase’), y en el suelo

con adicién de N se enriquecieron rutas relacionadas al catabolismo, transcripcion, y genes en
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la desnitrificacion (“carbohydrate metabolism”,
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Practicas: F=1.33, p <0.001
Tiempo = 2.16, p <0.001
Interaccion: F = 1.06, p = 0.066

Practicas: F=1.70, p < 0.001
Tiempo = 1.45, p <0.001
Interaccion: F = 1.04, p = 0.043

Figura 22. Analisis de componentes principales (PCA) del efecto de las practicas agricolas (CT,
PBB o PBC) y el tiempo (dias) sobre los grupos asignados a nivel de género en a) suelo sin
adicion de NH4", y b) suelo con adicion de 300 mg NHa* kg™!' suelo seco. Suelo con camas
permanentes y arado convencional (CT, [1), camas permanentes con quema de residuos (PBB,
O), camas permanentes con retencion de cultivos (PBC, A). Los colores indican los dias
evaluados durante el experimento: azul (dias 0, 1 y 3), rojo (dias 5, 7'y 14) y negro (dias 28 y
56).
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Amonio: F=2.31, p<0.001
Tiempo: F =1.30, p < 0.001
Interaccion: F = 1.30, p <0.001

Amonio: F=1.75, p <0.001 Amonio: F=1.73, p <0.001
Tiempo: F =1.28, p < 0.001 Tiempo: F =1.29, p < 0.001
Interaccion: F =1.35, p <0.001 Interaccion: F =1.28, p < 0.001

Figura 23. Anélisis de componentes principales (PCA) y perMANOVA del efecto la adicion de
amonio (suelo sin adicion o con adicion de 300 mg NH4"-N kg*! suelo), tiempo y su interaccion
en la estructura bacteriana a nivel de género en a) suelo con camas permanentes y arado
convencional (CT), b) camas permanentes con quema de residuos (PBB), y c¢) camas
permanentes con retencion de cultivos (PBC). Los colores indican los dias evaluados durante el
experimento: azul (dias 0, 1 y 3), rojo (dias 5, 7y 14) y negro (dias 28 y 56). Las formas indican
el nivel de aplicacion de amonio: suelo con adicion de 300 mg NH4" kg'! (am, O), suelo sin
adicion de NH4" (un, [J). El analisis con perMANOVA se muestra bajo la figura, obtenido con
el paquete vegan-v2.4.
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion de amonio (suelo sin adicion y con adicion de 300 mg NH4*-
N kg'!) sobre la estructura bacteriana a nivel de filos y géneros en el suelo con camas y
agricultura convencional (CT) o camas permanentes con quema de residuos (PBB) o camas
permanentes con retencion de cultivos (PBC) empleando analisis de datos composicionales, i.e.
analisis de abundancia diferencial con aldex.kw en la paqueteria ALDEx2 (Gloor et al. 2019).

CT \ PBB | PBC
TM6 1.50x103" | Proteobacteria 2.41x10%2 | TM6 1.53x102
Armatimonadetes 1.97x10° | TM6 3.18x102 | Elusimicrobia 2.31x1072
Firmicutes 2.56x10% | Firmicutes 3.19x102 | Proteobacteria 2.35x107?
Elusimicrobia 4.31x10% | Gemmatimonadetes  4.01x102 | TM7 3.13x102
Gemmatimonadetes 7.37x10°° Armatimonadetes 3.98x107?
Acidobacteria 1.13x102 Firmicutes 4.41x102
Proteobacteria 1.74x1072
Fibrobacteres 3.93x102
Bacteroidetes 4.37x10%?
Bacillus 3.97x10° | Pseudomonas 7.25x107 | Pseudomonas 5.41x10%*
Ammoniphilus 8.34x10° | Ammoniphilus 3.83x10°% | Enterobacter 3.19x10°®
Steroidobacter 8.64x10° | Stenotrophomonas 5.24x10* | Clostridium 3.32x103
Paenibacillus 1.39x10* | Bacillus 5.30x10* | Bacillus 3.61x103
Enterobacter 3.22x10* | Paenibacillus 6.29x10* | Steroidobacter 1.79x102
Candidatus Solibacter 4.13x10* | Clostridium 1.21x103 | Opitutus 2.09x102
Fimbriimonas 5.67x104 Paenibacillus 2.38x1072
Rubrivivax 5.85x10* Methylibium 2.57x102
Pseudomonas 6.14x104 Balneimonas 4.64x102
Candidatus Koribacter 1.21x10 Stenotrophomonas ~ 4.65x102
Rhodoplanes 1.32x10°3 Ramlibacter 4.80x107?
Balneimonas 1.42x103
Clostridium 1.88x103
Stenotrophomonas 2.58x1073
Lysobacter 3.51x1073
Rubellimicrobium 5.10x1073
Methylibium 5.27x1073
Ramlibacter 6.63x10°°
Azoarcus 9.69x103
Phenylobacterium 1.43x10%2

& Se muestran solo los grupos bacterianos a nivel de filo y género significativamente afectados por la aplicacion
de amonio (P < 0.05), con los valores P mas bajos, ® valores P obtenidos mediante el test de Kruskal-Wallis sobre
cada grupo bacteriano obtenido con la funcion aldex.kw sobre los datos convertidos a clr (centered log ratio
transformation) empleando la paqueteria ALDEX2.
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a) KEGG Pathways b) N cycle related genes
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Figura 24. Analisis de componentes principales del efecto de las practicas agricolas y adicion
de NH4" sobre a) las rutas metabdlicas (KEGG nivel 2), y b) genes putativos del ciclo de N.

7.4. Discusion

7.4.1. Mineralizacion de Cy N

La incorporacion de residuos organicos incrementa la emision de CO2 dado que el
material organico estd expuesto a la degradacion directa de los microorganismos. La labranza
rompe lo agregados, lo que a su vez libera material orgdnico antes protegido y que ahora se
expone a su degradacion; asi la labranza también puede incrementar la emision de COz. Sin
embargo, en este estudio, la liberacion de CO2 fue similar entre los tratamientos con practica
convencional y de conservacion.

Los suelos empleados en este estudio —CT, PBB y PBC— poseian bajo contenido de N

mineral, ya que la aplicacion de 300 mg NH4" incrementd al doble la emision de COq,
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independientemente de la practica agricola. Si bien la cantidad de C disponible para el
metabolismo heterotrofico fue elevada, la limitacion de N pudo haber disminuido su
degradacion. El suelo empleado en este estudio carece de N ya que ha permanecido sin
fertilizacion por casi 30 afios, ademas, los residuos de cultivos de maiz y trigo se caracterizan
por una elevada proporcion C/N. Es por lo que la aplicacion de N mineral incrementd y acelerd
la descomposicion del material organico.

Aun cuando se aplicé una cantidad considerable de NH4" (300 mg kg™!), gran parte de
este no se detectd tras 14 dias de experimentacion; lo anterior podria explicarse por la
inmovilizacion de N y/o por la oxidacion de amonio mediante nitrificadores. La falta de N
mineral en el suelo fue evidente ya que >100 mg de N no fue detectado tras 14-28 dias de

experimentacion en forma de NOs3'.

7.4.2. Diversidad bacteriana del suelo

El efecto de las practicas agricolas y el manejo de residuos sobre la diversidad bacteriana
del suelo esta sinérgicamente relacionado a variables edaficas y ambientales, asi como a la
dinamica de nutrientes en el suelo (Guo et al. 2016a; Zhou et al. 2017). En estudios previos se
ha observado que la riqueza de especies bacterianas es mayor cuando el suelo esté sujeto a cero-
labranza comparado con labranza convencional (Wang et al. 2016). Sin embargo, otros han
mostrado poco o nulo efecto de la labranza sobre la riqueza y diversidad bacterianos (Navarro-
Noya et al. 2013; Smith et al. 2016). En este estudio, las practicas agricolas no mostraron tener
efecto sobre la diversidad y riqueza bacterianos.

Por otro lado, la aplicacion de fertilizantes nitrogenados también puede afectar la
diversidad bacteriana, pero su efecto varia dependiendo del tipo de suelo y de la cantidad de

fertilizante empleado (Zhou et al. 2017; Dai et al. 2018). Por ejemplo, los resultados de Staley
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et al. (2018) mostraron que los cambios en la diversidad bacteriana ocurrieron en suelos
fertilizados con tasas elevadas de urea: 500 mg urea-N kg'!, ademas, el efecto dependio de las
caracteristicas del suelo. El estudio de Staley et al. (2018) se baso en el analisis de 8 suelos de
cultivo, y tres niveles de fertilizacion. Contrastando, los resultados de Fierer et al. (2012)
mostraron que la diversidad bacteriana no es afectada por la fertilizacion de N a diferentes
niveles. Nuestros resultados contrastan con Fierer et al. (2012), ya que la aplicacion de NH4*

incremento la riqueza y diversidad de especies bacterianas del suelo.

7.4.3. Efecto de las practicas y aplicacion de amonio sobre la estructura bacteriana del suelo

Las précticas agricolas, como el manejo de residuos y labranza, afectan la estructura
bacteriana del suelo (Navarro-Noya et al. 2013; Jiménez-Bueno et al. 2016). El manejo y la
composicion quimica de los residuos organicos dejados en la superficie del suelo en campo
también define el efecto sobre las poblaciones bacteriana (Ferndndez et al. 2016). Retener
residuos provee de C a los microorganismos heterdtrofos; y sus caracteristicas como el
contenido de lignina y hemicelulosa, asi como la proporcion C/N determina su disponibilidad,
y a su vez define qué grupos son afectados positivamente.

Kraut-Cohen et al. (2020) observaron que inclusive un solo evento de arado de suelo
afecta significativamente a ciertos grupos microbianos. El arado expone los residuos organicos
a los microorganismos del suelo, y rompe los agregados liberando la materia orgéanica antes
protegida (Guo et al. 2016b). Los cambios en la disponibilidad y contenido de material organico
provocaran el enriquecimiento de ciertos grupos, y disminuird la de otros (Ouyang and Norton,
2020).

Por otro lado, se han reportado poco o nulo efecto de la aplicacion de nitrogeno a corto

y largo plazo (Li et al. 2017; Ouyang and Norton, 2020). Sin embargo, los resultados en este
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estudio mostraron que la comunidad bacteriana fue afectada de forma significativa por la
aplicacion de amonio. Los residuos retenidos en campo en los suelos de este estudio, que se
caracterizan por la alta relacion de C/N, enriquecieron a ciertos grupos como Bacillus, mientras
la aplicacion de amonio a otros como Rheinheimera y Acinetobacter. La aplicacion de amonio
en el laboratorio proveyo de N mineral a la comunidad bacteriana para la mineralizacion de
grandes cantidades de C producto de la retencion de residuos de cultivos por mas de 30 afos.
Como resultado, la estructura microbiana sufrié cambios casi inmediatos tras la aplicacion de
amonio al suelo comparado con el suelo sin adicion de este. Tras 5 a 7 dias de experimento, la
comunidad bacteriana en el suelo con adicién de amonio fue similar a la del suelo sin adicion
de amonio. Ademas, la aplicaciéon de amonio estimuld el crecimiento de varios grupos
bacterianos; entre ellos algunos conocidos por ser abundantes en la rizosfera o endofitos —grupos
bacterianos identificados dentro de las plantas con propiedades benéficas para esta (Afzal et al.
2019)—, con estilo copiotréfico —aquellos enriquecidos en ambientes con alto contenido de C
disponible y facilmente asimilable (Fierer et al. 2007)-. Miembros pertenecientes a
Flavisolibacter y Pseudomonas respondieron positivamente enriqueciéndose tras la aplicacion
de amonio. Grupos relacionados al proceso de nitrificacion fueron afectados por la aplicacion
de amonio; miembros de Nitrospira y Nitrosovibrio respondieron positivamente a la aplicacion

de amonio, siendo enriquecidos.

7.4.4. Prediccion funcional: metagenoma del suelo

Los cambios en el contenido y disponibilidad de la materia orgédnica alteran la estructura
microbiana del suelo. Los cambios en la poblacion bacteriana pueden también cambiar la
funcionalidad potencial del suelo (Wagg et al. 2014; Sengupta et al. 2020). La retencion de

residuos de cultivo, y el arado de suelo cambia el contenido de C disponible para los
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microorganismos, y esto a su vez, afecta la actividad enzimatica y diversidad funcional (Schmitd
etal. 2018; Sengupta et al. 2020). Se ha observado que la reduccion de labranza o cero-labranza,
junto a la retencidn de cultivos, incrementa la actividad enzimdatica-microbiana relacionado con
la degradacion de compuestos de C, por ejemplo, la degradacion de carbohidratos y compuestos
fendlicos, y el metabolismo de urea. Lo anterior comparado con el arado convencional con o sin
retencion de residuos de cultivos (Margenot et al. 2017; Nivelle et al. 2016). En este estudio, las
funciones metabolicas relacionados a la degradacion de compuestos complejos de C y el
metabolismo de compuestos nitrogenados (rutas de asimilacion y transporte) fueron
enriquecidos debido a las practicas agricolas, y en menor grado, por la aplicacién de amonio.
La aplicacion de nitrégeno puede afectar los genes relacionados, por ejemplo, con el
ciclo del nitrogeno. Li et al (2020) observaron el enriquecimiento del metabolismo de
compuestos organicos de nitrégeno, y el metabolismo bacteriano de compuetsos nitrogenados,
e.g. nitrificacion, desnitrificacion y reduccion asimilatoria de nitrato, en experimentos de larga
duracion en suelos fertilizados. Por otro lado, Chéneby et al. (2010) observaron el
enriquecimiento de microorganismos reductores de nitrato como resultado de la aplicacion de
residuos de cultivos, por ejemplo, residuos de trigo, como los empleados en los suelos de este
estudio. El efecto sinérgico de factores edaficos, cero labranza y retencion de material con alto
contenido organico como lo son los residuos de cultivos afectara de diferente forma a la cadena

trofica de los grupos bacterianos del suelo.

7.5. Conclusion

Se determind la estructura, diversidad y funcionalidad de la comunidad bacteriana en un
suelo de cultivo bajo dos sistemas de cultivo (camas permanentes con arado convencional y

camas permanentes sin arado) con retenciéon 6 quema de residuos de cultivos (maiz y trigo).
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Independientemente de la practica agricola (CT, PBB o PBC) la aplicacion de amonio
increment6 el CO2 emitido al doble. La falta de nitrégeno en el suelo fue evidente al observar
el decremento en el contenido de amonio del suelo de manera muy rapida en los primeros dias
de la dindmica. La determinacion de nitrito y nitrato puede interpretarse como evidencia del
proceso de nitrificacion. Sin embargo, cerca de 100 mg de NH4"-N no fue determinado al final
del experimento, lo que podria indicar inmovilizacion de N. Lo anterior dado la falta de
nitrogeno y alto contenido de C en el suelo.

La estructura bacteriana estuvo definida por la aplicacion de amonio que por las practicas
agricolas aplicadas. La aplicacion de éste tuvo un efecto inmediato sobre la poblacion
microbiana del suelo, y se diferencio de los suelos sin adicion de amonio durante los primero 0
a 5 dias del experimento. Grupos microbianos con estilo metabdlico copiotrofico e identificados
como endofitos o rizosfericos fueron enriquecidos por la aplicacion de amonio, por ejemplo,
Flavisolibacter, Pseudomonas, Rheinheimera, entre otros. Los cambios en la estructura
bacteriana evidenciaron también cambios en la funcionalidad. Las rutas y genes relacionados
con la mineralizacién de C y N fueron afectados por la aplicacién de amonio, y en menor grado

por las précticas agricolas.
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