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Resumen y Abstract Vi

Resumen

La quema del tamo de arroz a campo abierto es una de las mayores fuentes de
contaminacion agricola, es por esto que el retorno de los residuos vegetales al suelo ha
sido propuesto como una alternativa de manejo eficiente de los residuos pos-cosecha. Sin
embargo, es poco conocido el impacto que tiene sobre los microorganismos edaficos
involucrados en la disponibilidad y ciclaje de nutrientes. Por lo anterior, se planteé un
experimento en campo para evaluar los cambios generados sobre la comunidad
microbiana vinculada al ciclo del nitrégeno por la aplicacion de 4 tratamientos diferentes
de manejo del tamo de arroz: (Cob+mo) cobertura del terreno con tamo de arroz inoculado
con un consorcio microbiano de degradacioén, (Inc+mo) tamo de arroz inoculado con el
consorcio microbiano e incorporado, (Quema) quema del tamo y (Cob) cobertura del
terreno con tamo de arroz sin inocular. Se realizaron 4 muestreos de suelo de soporte y
suelo rizosférico antes y durante el ciclo de cultivo. Se evalud la diversidad, estructura y
composicion de la comunidad bacteriana a través del analisis del gen 16S rRNA y se
determiné la actividad de las enzimas nitrogenasa, proteasa y ureasa vinculadas con el
ingreso de nitrégeno al sistema edafico. Al final del ciclo de cultivo, los mapas de calor
basados en la composicién y abundancia de especies, mostraron que las comunidades
microbianas de los tratamientos alternos a la quema son mas similares entre si, indicando
gue la adicibn de materia organica influencia la comunidad edafica microbiana. La
actividad de las enzimas proteasa y ureasa se vio afectada por la aplicacion del consorcio

de degradacién y la forma de retorno del tamo de arroz al suelo respectivamente.

Palabras clave: (Incorporacién, cobertura, tamo de arroz, actividad enzimatica, 16S
rRNA).
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manejos del tamo

Abstract

The return of plant residues to the soil is one of the alternative agricultural practices for the
efficient management of post-harvest waste, however, is poor known the impact it has on
edaphic microorganisms, responsible for determining soil quality parameters as nutrient
availability and cycling. Therefore, a field experiment was proposed to evaluate the
changes generated by 4 different treatments of rice straw management on microorganisms
related to the nitrogen cycle, consisting of: (Cob+mo) rice straw as a mulch inoculated with
a microbial consortium, (Inc+mo) rice straw incorporated and inoculated with the microbial
consortium, (Quema) open field burning (Cob) and rice straw as a mulch without
inoculation. Four bulk and rhizospheric soil samplings were carried out before and during
the cultivation cycle. The diversity, structure and composition of the bacterial community
linked to the nitrogen cycle was evaluated through the analysis of the 16S rRNA gene and
the activity of nitrogenase, protease and urease enzymes linked to the entry of nitrogen
into the soil system was determined. Heat maps based on the composition and abundance
of species showed particular groupings of the treatments in each of the sampling stages,
evidencing the effect of rice straw management on the structure and composition of the
bacterial community over time. The activity of the protease and urease enzymes was
affected by the application of the degradation consortium and by the way rice straw is

returned to the soil respectively.

Keywords: Incorporation, mulch, rice straw, enzymatic activity, 16S rRNA)
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2 Introduccién

Introduccidén

El cultivo de arroz es el principal cultivo destinado a la alimentacibn humana con una
produccion mundial de 759,6 millones de toneladas en el afio 2017, de las cuales
2.486.723 toneladas fueron producidas en Colombia (Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAQ), 2018) (Federacion Nacional de Arroceros (Fedearroz), 2018).
Se estima que por cada tonelada de grano de arroz se producen entre 1,35y 1,5 toneladas
de residuos pos-cosecha siendo solo el 20% utilizado para propdsitos domésticos o
industriales, mientras que la mayor parte del remanente es quemado a campo abierto
(Oladosu et al., 2016). Esta practica, comun entre los agricultores permite la remocion
rapida de material vegetal y la eliminacion de patégenos que atacan el cultivo, sin embargo
ha sido asociada a problemas medioambientales serios (Kadam, Forrest, & Jacobson,
2000) (McLaughlin et al., 2016) (Gadde et al.,2009).

La combustion incompleta de los residuos pos-cosecha produce grandes cantidades de
gases de efecto invernadero como dioxido de carbono (CO,), metano (CH.) y 6xido nitroso
(N20O) ademas de la liberacién de particulas nocivas para la salud humana y animal (Bond
et al., 2013) (Oanh et al., 2011) (Minomo et al., 2011). A nivel del suelo, se ha demostrado
la pérdida de nutrientes a través de su volatilizacion asi como la disminucion de la actividad
y biomasa microbianas (Sharma & Mishra, 2001) (Tung, Cw, & Hai, 2014).

Una opcién sustentable de manejo del tamo de arroz sin removerlo del terreno, es usarlo
como cobertura o incorporarlo al suelo a través del arado. La cobertura del terreno con
tamo de arroz actiia como proteccion a factores fisicos como el viento y la radiacion solar,
evitando la erosién e incrementando el contenido de carbon orgénico y nitrégeno (Liu et

al., 2014) (Wang, et.al., 2015) mientras que por su parte la incorporacion del tamo de arroz
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se ha asociado con el mantenimiento de la materia organica del suelo, el incremento de la
disponibilidad de nutrientes y el mejoramiento de las propiedades fisico-quimicas y

biolégicas del suelo (Castillo et al., 2012) (Bisen Neelam, 2017).

Estos manejos alternos son poco frecuentes debido a la naturaleza lignoceluldsica del
tamo de arroz, por lo cual algunos autores han implementado el uso de microorganismos
para intensificar la actividad biol6gica con el fin de que se lleve a cabo eficazmente la
descomposicion del material vegetal (Herath et al.,2004) (Lee et al., 2008). Recientes
investigaciones en el pais, inoculando tamo de arroz con consorcios microbianos en
combinaciéon de esquemas de fertilizacion nitrogenada han resultado en un manejo
promisorio los residuos pos-cosecha, logrando mejorar las variables agronémicas del
cultivo (Cruz et al., 2017).

El retorno al suelo de tamo de arroz inoculado con microorganismos degradadores debe
considerar aspectos relevantes como la disponibilidad y ciclaje de nutrientes, variables que
se relacionan con la calidad del suelo y la productividad del cultivo. Uno de los principales
factores que afectan la productividad es el contenido de nitrégeno, indispensable para el
desarrollo y crecimiento de las plantas (Liu et al., 2016) cuyo ciclaje biogeoquimico es
dependiente de la actividad microbiana (Falkowski et al., 2008). De este modo y
aprovechando la alta sensibilidad que tiene el componente biolégico del suelo a los
cambios (Jangid et al., 2008) (Garcia et al., 2013) se buscé investigar grupos microbianos
vinculados al ciclo del nitrogeno para determinar los efectos generados por diferentes
manejos del tamo de arroz sobre la disponibilidad de este nutriente, ya sea midiendo la
actividad metabdlica de la comunidad microbiana o su estructura y diversidad taxondmica
(Jangid et al., 2008). Los resultados derivados de este estudio serviran a los agricultores
como directrices para el manejo de este residuo vegetal en campo, ayudando al
mantenimiento de la calidad del suelo y a la disminucion de problemas derivados del

manejo comun del tamo de arroz.

Las enzimas son ampliamente usadas como indicadores de la actividad biolégica del suelo

al reflejar la actividad metabdlica durante el ciclaje de nutrientes (Karaca et al., 2010)
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mientras que la secuenciacién de genes marcadores como el 16s rRNA permite conocer
con precision la diversidad taxondémica, composicion y estructura de las comunidades
microbianas asi como también realizar predicciones del perfil funcional de la comunidad

microbiana (Langille et al., 2013).

Teniendo en cuenta lo anterior, se plante6 el desarrollo de un experimento bajo
condiciones de campo para evaluar los cambios que generan diferentes précticas de
manejo del tamo de arroz sobre las comunidades microbianas edéficas relacionadas con
el ciclo del nitrogeno, para lo cual fueron aplicados cuatro tratamientos de manejo que
consistieron en (Cob+mo) Tamo de arroz como cobertura del terreno inoculado con un
consorcio microbiano de degradacion, (Inc+mo) Tamo de arroz incorporado al suelo e
inoculado con el consorcio de degradacién, (Quema) Quema del tamo de arroz y (Cob)
Tamo de arroz como cobertura del terreno sin inoculacién; cada tratamiento poseia cuatro
réplicas de las cuales se realizaron muestreos de suelo de soporte (SS) y suelo rizosférico
(SR) antes y durante un ciclo del cultivo de arroz: sin haber aplicado los tratamientos bajo
experimentacion (etapa inicial-SS), a los 22 dias luego de aplicados los tratamientos (etapa
de incorporaciéon-SS), durante la etapa de floracién del cultivo — SS y SR y al final de la
cosecha-SS. Los cambios generados entre tratamientos fueron valorados mediante la
actividad de enzimas involucradas con el proceso de transformacion y disponibilidad del
nitrégeno (proteasa, ureasa y nitrogenasa) asi como por cambios en la comunidad
microbiana. Por Ultimo, con la informacion de la composicion taxondmica de las
comunidades microbianas, se generd una prediccion del perfil funcional de la comunidad
edéfica de interés, aprovechando la particularidad de taxones bacterianos que participan

de la transformacion del nitrégeno.

Los resultados obtenidos muestran que la comunidad de microorganismos difiere entre las
muestras de suelo rizosférico y el suelo de soporte, indicando que la rizodeposicion
influencia la estructura y composiciéon microbianas. Basados en mapas de calor generados
con la distancia de Bray Curtis para los taxones compartidos entre tratamientos, se
identifico que a través del tiempo las comunidades microbianas de los tratamientos alternos
a la quema son mas similares entre si, indicando que la adiciébn de materia organica es un

factor que influye en la estructura y composicion de la comunidad microbiana edéfica. Por
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su parte, la prediccién funcional a partir del gen 16sRNA no arrojo diferencias significativas
entre tratamientos, pudiendo no ser un método adecuado para medir cambios en

comunidades bacterianas a niveles metabdlicos especificos.

En relacién a los resultados obtenidos para las enzimas relacionadas con el ciclaje de este
nutriente a nivel edafico, no se vio afectada la actividad de fijacién de nitrégeno por los
tratamientos aplicados, sin embargo se evidencid una tendencia en funcién de los tiempos
de muestreo, pudiendo corresponder a factores externos dados en cada uno de los
momentos de muestreo. En lo que respecta a la enzima proteasa, su actividad fue mayor
en los tratamientos inoculados con el consorcio de degradacion distinguiéndose del
tratamiento de cobertura sin inocular, pudiendo evidenciar la influencia del consorcio de
degradaciéon sobre los procesos de mineralizacion del tamo de arroz. Por dltimo, la
actividad de la enzima ureasa en suelo rizosférico fue determinada mas por el modo de
retorno del material, diferenciandose los tratamientos dejados en cobertura (Cob+mo y

Cob) de los que fueron incorporados en un primer momento al suelo (Inc+mo y quema).






1.Marco teodrico

1.1 Cultivo de arroz

La planta Oryza sativa mas conocida como arroz es una graminea semi-acuatica cultivable
perteneciente a la familia Poaceae tribu Oryzeae distribuida ampliamente en regiones
tropicales, subtropicales y templadas de Asia, Norte, Sur América, Europa, Medio Oriente
y Africa (Muthayya et al., 2014). El cultivo de arroz es muy versatil, pudiendo ser sembrado
bajo diferentes condiciones, sin embargo guarda una estrecha relaciéon con el agua al
permitir el desarrollo de dos o tres cosechas al afio en un mismo terreno con sistemas de
irrigacion o bajo inundacién alimentados por agua lluvia, por este motivo cerca del 90% de

los cultivos se desarrollan bajo esta condicion (International Rice Research Institute, 2013).

El arroz es el segundo cultivo con mayor area sembrada a nivel mundial (Hasanuzzaman
et al., 2018) y al ser la base dietaria para mas de la mitad de la poblacién mundial se
convierte en el de mayor relevancia para la agricultura (Seck et al., 2012) (Awika, 2011).
Como consecuencia de la alta demanda, en los Ultimos afios la produccion del grano ha
incrementado considerablemente, alcanzando para el afio 2017 cerca de 160 millones de
hectareas cultivadas y 759,6 millones de toneladas de grano a nivel mundial. (Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAQ), 2018)

En Colombia, la superficie sembrada para el afio 2018 fue de 500.924 hectéreas
aproximadamente con una produccion total de 2.486.723 toneladas (Federacion Nacional

de Arroceros (Fedearroz), 2018) para cultivos en secano o bajo inundacion controlada, es
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decir agrupando los sistemas de produccion existentes en Colombia, siendo el primero
realizado en zonas con poca disponibilidad de agua que dependen casi exclusivamente de
las precipitaciones. A nivel departamental Casanare, Tolima, Meta y Huila son los
principales productores con un rendimiento promedio de 5,7 toneladas por hectarea
(Fedearroz et al., 2017).

1.2 Tamo de arroz

1.2.1 Produccién y composicion del tamo de arroz

La produccién mundial de arroz ha tenido en la uUltima década una tasa de crecimiento
promedio anual de 2,5%, generando un incremento en paralelo de los residuos pos-
cosecha, los cuales representan cerca del 50% del peso seco de la planta. Se calcula que
por cada tonelada de arroz se producen entre 1,35 y 1,5 toneladas de estos residuos
(Kadam et al., 2000) (McLaughlin et al., 2016) estimando alrededor de mil millones de
toneladas producidas anualmente, no obstante, esta cantidad puede ser mayor debido a
gue estas mediciones son calculadas en base al area y produccién del grano sin
mediciones directas del material vegetal (Lal, 2005) (Pratap Bhattacharyya & Barman,
2018).

Todas las partes vegetativas de la planta que quedan sobre el campo luego de la
recoleccién de la cosecha como las ldminas y vainas foliares, tallos, cascaras y paniculas
son denominadas tamo de arroz (Kausar et al.,, 2010) (Oladosu et al., 2016). Los
principales componentes del tamo de arroz son la lignina (5-24%), la celulosa (32-47%) y
la hemicelulosa (19-27%) procedentes de las paredes celulares (Fig. 1) (Belal, 2013) entre
otros componentes como galactosa, manosa, pentosas (xilosa y arabinosa), silicio,
proteinas y pectina (Satlewal et al., 2018). La celulosa es el principal componente de las

paredes celulares de las plantas y es la encargada de determinar la rigidez al generar una
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estructura fibrosa cristalina que ademas contribuye a la resistencia e insolubilidad de la
pared debido a la conformacién de unidades lineales de D-glucosa unidas por enlaces 3
1,4- glicosidicos (microfibrillas), las cuales a su vez se encuentran unidas por puentes de
hidrogeno (Keegstra, 2010). La lignina es después de la celulosa el polimero vegetal mas
abundante, conformado por tres mondmeros fenolicos (p-hidroxifenil, guaicil y el siringil)
cuya estructura compleja es la responsable de la rigidez de la planta y la fuerza mecénica
a los tejidos (Chen, 2014). La hemicelulosa por su parte, es una molécula no celulésica
flexible conformada por una mezcla de polisacaridos dentro de los que se encuentran los
xilanos, los mananos, glucanos, galactanos, glucomananos entre otros. La hemicelulosa
esta unida a las fibrillas de celulosa mediante puentes de hidrogeno y a la lignina mediante
enlaces covalentes, construyendo juntos una matriz lignocelulitica (Ochoa et al., 2012).

Macrofibril @ @ @

Lignina

Hemicellulose SR | (10-20 nm
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rystalline e e
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Figura 1 Principales constituyentes de los residuos vegetales.Adaptado de (Rubin, 2008).
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Debido a su compleja constitucion solo una pequeia parte del tamo de arroz es utilizada
para propésitos domésticos o industriales, cerca del 50% del residuo es quemado, mientras
gue el porcentaje residual es apilado o abandonado en el campo pese a ser una fuente
primaria de materia organica (Oladosu et al., 2016). Estos residuos pos-cosecha son un
recurso renovable con gran potencial como abono organico ya que una vez se degradan,
los nutrientes contenidos en el material vegetal como el carbono, el nitrégeno, fésforo y
potasio son reincorporados al suelo, favoreciendo el crecimiento de las plantas y el

mantenimiento de la calidad del suelo (Anguria et al., 2017).

1.2.2 Manejo tradicional del tamo de arroz

La quema del tamo de arroz es la practica mas comin de manejo en campo en paises en
desarrollo al ser la forma mas facil y econdémica de eliminar grandes volumenes de residuos
pos-cosecha, limpiando el terreno antes de establecer el préximo cultivo para arar y
sembrar sin interferencias; esta actividad se da especialmente en cultivos con intervalos
cortos entre cosechas, como es el caso del arroz, en donde pueden desarrollarse dos o
tres cosechas anuales (Miura & Kanno, 1997) (Bijay-Singh et al,. 2008). Ademas, esta
practica es ampliamente usada por los agricultores como un método de manejo de agentes
fitopatdgenos a pesar de que la quema deteriora la calidad del suelo (Chen, 2005) (Malhi
& Kutcher, 2007). Dentro de los factores que afectan la calidad del suelo se encuentra la
pérdida de nutrientes como carbono, nitrégeno y azufre que son emitidos a la atmésfera
durante la quema, impactando ademas la biota edafica (Doerr & Cerda, 2005), los procesos
de ciclaje de materiales organicos y causando deplecion de la materia organica (Mandal et
al., 2004).

Otros problemas derivados de la quema del tamo a campo abierto son la afectacion de la
calidad del aire, la salud humana y animal, la atmosfera y el clima debido a que la
combustidon incompleta de los residuos vegetales emite grandes cantidades de material

particulado (Bond et al., 2013), gases como el diéxido de carbono (CO.), metano (CH.), el



Capitulo 1 11

oxido nitroso (N20), monéxido de carbono (CO), diéxido de azufre (SO2) (Miura & Kanno,
1997) compuestos volatiles como las dioxinas y furanos (agentes cancerigenos) (Muto,
Saitoh, & Takizawa, 1993), hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) y bifenilos
policlorados (PCBs) causantes de problemas respiratorios agudos (Oanh et al., 2011)
(Hayashi et al., 2014). Esta practica ademas tiene un efecto de calentamiento de la
superficie del suelo a una profundidad mayor a 1 cm, produciendo cambios repentinos de
temperatura que generan disminuciones del numero de microorganismos edéficos,

afectando su distribucion y actividad metabdlica (Tung et al., 2014).

A pesar de que la quema del tamo de arroz puede tener ventajas en términos de operacion
en campo, representa una fuente de problemas desde la perspectiva medioambiental.
Numerosos paises han implementado politicas para reducir esta practica, incluso a nivel
Colombia algunas regiones han prohibido la quema de tamo a cielo abierto (Ministerio de
Agricultura y desarrollo rural, Ministerio de ambiente, 2007), haciendo necesaria la
blusqueda de alternativas de manejo en campo que promuevan y mantengan la
productividad, sin generar efectos adversos sobre el medioambiente, al tiempo de ser

viables econémicamente para los agricultores.

1.3 Manejos alternos del tamo de arroz en campo

El tamo de arroz ha sido caracterizado como la principal fuente de carb6n organico en
suelos de cultivo de arroz (Ponnanaperuma, 1984) (Eagle et al., 2000) (Anguria et al.,
2017) ademas, considerando su composicion se convierte en una fuente importante de
nutrientes para el crecimiento de las plantas lo que permite su potencial uso como abono
organico (C. Liu, et. at., 2014).

En campo, el tamo de arroz puede ser recolectado, apilado o dejado como cobertura para
luego ser incorporado al suelo mediante el arado (Satlewal et al., 2018) (Matsumura et al.,

2005). Los principales beneficios relacionados con el retorno de los residuos vegetales al
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suelo incluyen el control de la erosion y la temperatura, la retencién de la humedad y el
mantenimiento de la materia organica del suelo (Lal, 2005). Adicionalmente, representa
una fuente energética para la biota edéfica, encargada de procesos como la formacion y
estabilizacion de agregados del suelo y el ciclaje de nutrientes (Mandal et al., 2004)
(Reicosky & Wilts, 2005).

1.3.1 Cobertura del terreno con tamo de arroz

La cobertura del terreno con tamo de arroz consiste en dejar la biomasa vegetal sobre el
suelo para protegerlo de factores fisicos como el viento, la evaporacién y las radiaciones
solares (Liu et al., 2014), permitiendo la conservacion de la humedad y la reduccién de las
oscilaciones térmicas, la agregacién y la erosion del suelo (Erenstein, 2002) (Acharya et
al., 2005). Por otra parte, una vez la cobertura es mineralizada por los microorganismaos,
los nutrientes contenidos en el material vegetal retornan al suelo, favoreciendo el
mantenimiento de las condiciones fisico-quimicas e incrementando la actividad de la
microbiota edafica al proporcionarle una fuente de alimento facilmente disponible (K.
Kumar & Goh, 1999) (Castillo et al., 2012) (Bisen Neelam, 2017) (Feng & Balkcom, 2017).
La liberacién lenta del nitrégeno producto de la descomposicion de los residuos dejados
en cobertura estd mejor sincronizada con la toma de este nutriente por parte de la planta
en comparacion con el nitrdgeno inorgénico aplicado como fertilizante, resultando en una

eficiente absorcion de nitrégeno (Fageria, 2007).

Otro efecto proporcionado por la practica de cobertura es el control de la incidencia de
malezas al impedir su crecimiento por efectos alelopaticos o por sofocamiento, lo que

puede evitar el uso de herbicidas (Haizel, 1989) (Bijay-Singh et al., 2008).
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1.3.2 Incorporacion del tamo de arroz

Aunqgue no es tan frecuente, algunos agricultores incorporan el tamo de arroz al suelo a
través del arado, que es el método mecanico mas eficiente para este fin, al romper los
residuos vegetales en piezas mas pequefas, lo que genera un menor tiempo de
descomposicion (Christian & Bacon, 1991). Esta opcién es una de las vias primarias para
el mejoramiento de la calidad del suelo al restablecer las propiedades fisico-quimicas y al
incrementar la disponibilidad de nutrientes a través del reciclaje (Castillo et al., 2012)
(Bisen Neelam, 2017). También es considerada una estrategia importante para reducir la
dependencia de los fertilizantes minerales puesto que incrementa la eficiencia del uso del

nitrégeno por la reduccién de la tasa de lixiviacion (Yang et al., 2018).

Los efectos de esta practica a corto plazo pueden ser leves y poco perceptibles, sin
embargo, investigaciones en periodos de tiempo prolongados con aplicacion continua de
tamo de arroz denotan un incremento significativo el rendimiento del cultivo asi como en
los contenidos de nitrégeno y carbono total en arrozales, permitiendo una mejor toma de
nutrientes por parte de las plantas (Takahashi, Uenosono, & Ono, 2003). Ha sido
documentado que la incorporacién del tamo de arroz y su posterior descomposiciéon
incrementan la disponibilidad de carb6n organico, nitrégeno, fésforo, potasio y otros
micronutrientes en el suelo, mantienen el nivel de materia organica e influyen sobre la
estructura y metabolismo de los microorganismos edéficos y las actividades enziméticas
(Wei et al., 2015) (Guo et al., 2016)(Singh et al., 2000).

1.3.3 Pretratamiento del tamo de arroz

La mayoria de cultivadores de arroz no ponen en practica las opciones de manejo del tamo
alternas a la quema debido a la baja tasa de descomposicidon que posee éste residuo
vegetal y a la poca oxigenacion del suelo, factores que generan que la descomposicion

dificilmente sea completada en el periodo de descanso que se establece entre cultivos; por
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otra parte el posible re-ingreso de patégenos provenientes de cultivos anteriores y la
inmovilizacion de nutrientes como el nitrato como resultado de la alta relacion C:N son
otras de las razones para no incorporar los residuos vegetales puesto que, son condiciones
no deseables en suelos agricolas por los posibles efectos negativos sobre el rendimiento
del cultivo (Christian & Bacon, 1991) (Mandal et al., 2004). Sin embargo, el efecto de
inmovilizacion es temporal, ya que al morir los microorganismos, se liberara el contenido

de nitrégeno y otros compuestos previamente incorporados.

Diversas investigaciones han centrado su atencion en la busqueda de condiciones que
permitan reducir los efectos negativos de la incorporacion y mejoren la tasa de
descomposicion del tamo de arroz en campo. Para corregir la proporcion C:N se ha
probado la aplicacion extra de fertilizante nitrogenado luego de incorporar los residuos para
no afectar la productividad (Bhattacharyya et al., 2012) (Zhang et al., 2013) (Knoblauch et
al., 2014) (Guo et al., 2018), mientras que para acelerar el proceso de descomposicion se
ha implementado el uso de microorganismos lignoceluloliticos permitiendo mejorar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo (Qin et al., 2015). Tanto bacterias como hongos
estan involucrados activamente en el proceso de descomposicion de los residuos
vegetales (Kumar, Gaind, & Nain, 2008) (Herath et al., 2004) (Feng & Balkcom, 2017).
Estos dos grupos de microorganismos degradadores pueden actuar manera sinérgica,
completando el arsenal de enzimas necesarias para transformar los constituyentes
recalcitrantes del tamo de arroz (Kumar et al., 2008). Asi, la interaccion hongo-bacteria
resulta beneficiosa para ambas especies. Por su parte los hongos colonizan rapidamente
los sustratos sélidos descomponiéndolos aerdbicamente. Uno de los géneros mas usados
para la degradacion de materiales lignoceluloliticos es Trichoderma siendo usado en
diversas investigaciones para potenciar la degradacion de enmiendas organicas (Ng, et
al., 2016) (Belal, 2013) (Cruz Ramirez et al., 2017), mientras que las bacterias (en su
mayoria Gram positivas) han sido sefialadas como responsables de la degradacién de
componentes celuloliticos incorporados al suelo bajo condiciones de inundaciéon (Kimura
et al., 2001), destacandose los géneros Bacillus, Streptomyces y Clostridium (Weber et al.,
2001).
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Este tipo de estrategias de manejo usando microorganismos que potencien la degradacion
de los residuos del cultivo de arroz en campo pueden ser una forma sostenible y efectiva
de promocién del reciclaje de nutrientes y del mejoramiento de los pardmetros que
determinan la calidad del suelo, evitando adicionalmente los efectos negativos de la

incorporacion y permitiendo la reduccién del tiempo de descompaosicion.

1.4 Parametros de calidad del suelo

El suelo debe ser contemplado como un sistema dinamico y complejo, compuesto por
minerales, agua, gases, materia organica y microorganismos bajo la influencia de procesos
fisicos, quimicos y biologicos (Van Es, 2017). Las propiedades fisicas hacen referencia a
las propiedades como la textura del suelo, la densidad, la agregacion, estabilidad,
contenido de agua y retencion de agua; por su parte las principales propiedades quimicas
del suelo son la capacidad de intercambio catiénico y el pH y por ultimo las propiedades
biologicas que incluyen la materia organica, la variedad de organismos que habitan, se
desarrollan y crecen en el suelo (macrofauna, mesofauna y microfauna), la tasa de

respiracion y las actividades enzimaticas (Riches et al., 2013) .

Tabla 1 Principales propiedades bioldgicas del suelo (Riches et al., 2013)

PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL SUELO
Tasa de respiracion

Carbono organico

Nitrégeno organico

Biomasa microbiana

Diversidad genética microbiana
Diversidad funcional microbiana
Materia organica

Actividades enziméticas
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Los microorganismos son el tipo de organismos mas numerosos del suelo y en los cuales
se ha centrado el estudio de las propiedades bioldgicas. La magnitud de las poblaciones
microbianas es tal, que se ha reportado que en tan solo un gramo de suelo pueden
encontrarse mas de 10 billones de microorganismos de miles de especies diferentes
(Torsvik et al, 1990). Estas poblaciones a través de sus actividades metabdlicas
determinan, influencian y mantienen las caracteristicas edaficas, interviniendo
directamente en la continuidad de los ciclos del carbono, nitrdgeno, oxigeno y fosforo, asi
como en la promocién del crecimiento vegetal, la resistencia a enfermedades y la

degradacién de la materia organica (Nannipieri et al., 2003).

Los microorganismos se convierten de ésta manera en la maquinaria central de la fertilidad
del suelo siendo los mediadores primarios de la descomposicién de la materia organica y
responsables de la funcion y sostenibilidad de los ecosistemas terrestres. La microbiota ha
ganado auge en los ultimos afios como potencial indicador de monitoreo de la calidad del
suelo debido al alto grado de sensibilidad a los disturbios y la generacién de respuestas
rapidas a los cambios naturales y antropogénicos (Bending, Putland, & Rayns, 2000)(Filip,
2002). Algunos estudios sugieren que desde el momento en que el sistema suelo es
modificado por las actividades humanas, los mayores cambios ocurren en las propiedades

biolégicas presentes, alterando su diversidad y actividad (Garcia-Orenes et al., 2013).

Con base en lo anterior, las comunidades de microorganismos que habitan los suelos de
cultivo de arroz y sus funciones serdn modificadas por cualquier disturbio medioambiental
gue reciba el sistema incluyendo diferentes practicas agricolas (fertilizacién, arado, riego,
manejo de los residuos vegetales entre otras) (Luo et al., 2016) (Bending et al., 2000) (Filip,
2002), que se asocian con la productividad del cultivo ya que modulan indirectamente la
disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas. En este contexto, nutrientes como
el nitrégeno tienen especial interés, pues su ciclaje esta condicionado casi exclusivamente

por la actividad microbiana (Isobe & Ohte, 2014), lo que convierte a los grupos bacterianos
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gue intervienen en el ciclo del nitrégeno en indicadores especificos de calidad vinculados

fuertemente a la productividad de cultivo.

Son pocos los grupos de microorganismos que han desarrollado mecanismos para la
asimilacién de las formas orgénicas e inorganicas de nitrégeno. En los ecosistemas
terrestres, los residuos de las plantas y la fijacién bioldégica de nitrégeno son las dos
principales fuentes de entrada de nitrégeno, con una baja contribucién proveniente de los
desechos animales que son transformados a formas simples; posteriormente los
microorganismos desnitrificantes que habitan el suelo se encargan de retornar el nitrégeno
a su forma gaseosa para completar el ciclo (Ward & Jensen, 2014). Este proceso junto con

los actores bioldgicos involucrados se detallan a continuacion.

1.5 Microbiologia del ciclo del nitrégeno

A pesar de ser el elemento mas abundante de la atmoésfera terrestre (78% aprox.) y
principal reserva para los sistemas biol6gicos, el nitrégeno en su forma molecular no puede
ser asimilado por la mayoria de organismos (incluidas las plantas) a causa de su naturaleza
inerte producto del triple enlace que une los dos atomos de nitrégeno, lo cual hace que el
gas dinitrdgeno sea bastante estable y evite su reaccion con otros elementos (Bothe et al.,
2007); para ser usado por las plantas para la sintesis de clorofila, proteinas y acidos
nucleicos requiere una serie de transformaciones previas para cambiar los grados de
oxidacion del nitrégeno (Thamdrup, 2012). Naturalmente el movimiento de éste elemento
a través de la atmésfera, la bidsfera y la geosfera es determinado casi completamente por
la actividad microbiana y al ser indispensable para la formaciéon de macromoléculas tiene
el potencial de estructurar las comunidades edéficas (Bess B Ward & Jensen, 2014). En

el ciclo del nitr6geno se identifican las siguientes etapas y actores:

1.5.1 Fijacién
El término hace referencia a la transformacion del nitrégeno molecular N, (forma

inorganica) a amonio (forma organica). La fijacién biolégica del gas dinitrégeno es llevada
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a cabo por microorganismos de vida libre y por bacterias y archaeas simbio6ticas que
poseen el complejo enzimatico de la proteina dinitrogenasa (Stein & Klotz, 2016), la cual
permite a los microorganismos romper los enlaces triples del nitrdgeno molecular para
liberar los dos atomos de nitrégeno, que luego se combinan con hidrégeno para formar
amonio (NH,) (Berg et.al., 2002). Esta reaccion es sensible a la presencia de oxigeno asi
como altamente demandante en términos de gasto energético para los microorganismos,

requiriendo 16 moléculas de ATP por cada molécula fijada de nitrégeno (Berg et al., 2002).

Dentro de los microorganismos fijadores, principalmente se encuentran las cianobacterias
acudticas verde-azuladas que poseen células especializadas para la fijacion de nitrégeno
conocidas como heterocistos, que permiten tener bajos niveles de oxigeno como
consecuencia de las altas tasas de respiracion celular (Flores, Lépez-Lozano, & Herrero,
2015). Dentro de este grupo se destacan los géneros Anabaena y Nostoc (Bothe et al.,
2007).

Otros microorganismos de vida libre pertenecientes a los géneros Azotobacter,
Desulfovibrio y Clostridium también llevan a cabo procesos de fijacion de nitrégeno Por
otra parte, microorganismos diazotroficos, pertenecientes a las a-proteobacterias de los
géneros Rhizobium, Bradirhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Agrobacterium, Allorhizobium y a las B-proteobacterias de los géneros Burkholderia y
Ralstonia se asocian simbidticamente a estructuras nodulares en las raices de las plantas
(Shamseldin, Abdelkhalek, & Sadowsky, 2017), donde a través de la fijacion de nitrégeno
proporcionan amonio a la planta mientras que ésta les provee carbohidratos. Otros grupos
destacados de diazotrofos son los géneros Frankia y Methylomonas que nodulan las raices
de las plantas y algunos anaerobios quimiorganotrofos de vida libre como Methanosarcina,
Methanococcus, Chromatium y Chlorobium (Mus et al., 2016). Otros microorganismos
como Acinetobacter, Azospirillum, Bacillus, Herbaspirilum, Gluconacetobacter,
Methylobacterium, Zymomonas, Paenibacillus, Heliobacterium y Pseudomonas (Pajares &
Bohannan, 2016).
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1.5.2 Amonificacion

Se refiere a la reaccién quimica en la cual los grupos amino (NH) asociados con formas
organicas de nitrégeno como proteinas, aminoacidos, azlcares aminados y ADN son
convertidas por organismos descomponedores como hongos y bacterias en amoniaco
(NHs) o amonio (NH4") (Strock, 2008). Luego estos compuestos proteicos y demas
estructuras organicas nitrogenadas, que representan cerca del 98% del nitrdgeno total del
suelo (Schimel & Bennett, 2004) quedan disponibles para que las plantas lo utilicen como

nutriente o como sustrato para el proceso de nitrificacién. (Bremner, 1955).

La amonificacion comprende dos fases, la primera es la depolimerizacién a través de
enzimas proteoliticas (proteasas) que convierten proteinas, acidos nucleicos y demas
compuestos nitrogenados en peptonas y polipéptidos y la segunda fase que corresponde
a la desaminacion y descarboxilacion llevada a cabo por peptidasas que transformaran
esos polipéptidos en aminoacidos (Isobe & Ohte, 2014). Los principales géneros asociados
con esta fase del ciclo del nitrégeno son Bacillus, Pseudomona y Clostridium (Ruda de
Schenquer et al., 2004). Asi mismo los desechos animales que contienen nitrégeno en
forma de urea (orina) o acido Urico (heces) y otros compuestos organicos nitrogenados
pueden ser transformados a amonio a través de la accion de la enzima ureasa. Debido a
gue la mayor cantidad de nitrégeno en el suelo es organico, la relacion entre el contenido
de materia organica y nitrégeno total es directa y proporcional (Roberttson & Groffman,
2015).

1.5.3 Nitrificacion

Como proceso general define la oxidacion del amonio a formas menos reducidas. A partir
del amonio se lleva a cabo un proceso secuencial que genera como producto final el i6n
nitrato. En la primera parte, llevada a cabo en la membrana de las bacterias nitrosificantes
la enzima amoniaco mono-oxigenasa oxida el amonio produciendo hidroxilamina (NH>OH),

luego las bacterias oxidantes de amonio o nitrosificantes, restringidas a unos pocos
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géneros dentro de los que destacan Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrococcus, Nitrotoga,
Nitrosococcus, Nitrosphaera y Nitrosotalea oxidan el ibn amonio (NH4*) a nitrito (NO2) a
través de la enzima hidroxilamina oxido-reductasa y posteriormente un segundo grupo de
bacterias quimiolitétrofas nitrificantes del género Nitrobacter principalmente, lo oxidan a
nitrato (NO3") por accién de la enzima nitrito oxidoreductasa (Ward, 2013). Otros géneros
de bacterias oxidadoras de nitrito que han sido descritos son Rhodopseudomonas y
Thiocapsa, estrechamente relacionados con el género Nitrobacter y Nitrococcus
respectivamente (Tan, 2000) (Isobe & Ohte, 2014)(American Society of Plant Biologists,
2018) y los géneros Nitrospina, Nitrococcus y Nitrospira (Pajares & Bohannan, 2016). Estos
grupos de bacterias se caracterizan por ser predominantemente autétrofas con una

minoria de heterotrofos y archaeas capaces de realizar la nitrificacion.

Por otra parte, existe un grupo de bacterias descubiertas hace relativamente poco tiempo,
catalogadas como oxidadores completos de amonio, que llevan a cabo toda la reaccion
hasta la obtencién final de nitrato, pertenecientes a un linaje especifico del género
Nitrospira (Daims et al., 2015). Debido a que el nitrato es un anién, es mucho mas movil
gue el amonio, siendo facilmente transportado a la zona rizosférica por el agua, sin
embargo su carga negativa favorece la lixiviacién pudiendo disminuir sus niveles en el
suelo (Roberttson & Groffman, 2015). El nitrato es removido por las corrientes de agua,
luego se acumula en cuerpos de agua superficial donde genera eutrofizacion y en
depdsitos subterraneos contaminandolos (Camargo & Alonso, 2006). Algunas plantas
como Oryza sativa toman mas eficazmente el amonio que el nitrato (Wang, Siddiqi, Ruth,
& Glass, 1993). Al tratarse de un proceso oxidativo y tomando en cuenta las caracteristicas
del cultivo de arroz, suele presentarse en las capas superficiales del suelo o en zonas
cerca a las raices (Ying-Hua et al., 2006). En los suelos agricolas se suele aplicar

fertilizante nitrogenado a base de amonio o urea evitando pérdidas por nitrificacion.
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1.5.4 Inmobilizacion

Corresponde a la incorporacion del nitrégeno mineral por parte de la microflora del suelo
para hacerlo parte constitutiva de sus componentes y llevar a cabo sus funciones celulares
(Shen, Pruden, & Jenkinson, 1984).

1.5.5 Denitrificacion

Es la etapa del ciclo, en la que algunas bacterias, archaeas y hongos toman el ion nitrato
y lo convierten en nitrégeno molecular y demas formas gaseosas bajo condiciones estrictas
de anaerobiosis, de ésta manera se da la reduccién bioldgica que reintegra nitrogeno a la
atmosfera. Estos microorganismos usan el nitrato como un sustituto del oxigeno durante
la respiracion y lo convierten en diferentes componentes gaseosos de manera secuencial
(NO, N2O y N2) (Liesack, Schnell, & Revsbech, 2000).

Una amplia variedad de bacterias en el suelo, incluyendo heterétrofas (principalmente),
quimio y fotolitotrofas, fijadores de nitrégeno, termdfilas y haléfilas pueden denitrificar el
nitrato al usarlo como aceptor final de electrones en lugar de usar oxigeno durante el
proceso de respiracion (Robertson & Groffman, 2015). Debido a que el nitrato es un
aceptor menos eficiente que el oxigeno, esta reaccién la llevan a cabo los microorganismos
solo cuando el oxigeno no esta disponible en el medio. También se ha reportado que
taxones del género Nitrosospira, conocido por su actividad nitrificante pueden llevarlo a
cabo (Shaw et al., 2006). Otros taxones asociados a este proceso son Pseudomonas,

Thiobacillus, Bacillus y Paraccocus. Con este paso se da el cierre del ciclo del nitrégeno.
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Figura 2 Representacion ciclo del nitrégeno. Los procesos mediados por microorganismos
dentro del ciclo del nitrégeno son representados por letras verdes. Adaptado de (Robertson
& Groffman, 2015)

1.6 Ciclo del nitrogeno en suelos de cultivo de arroz

El suelo de cultivo de arroz es un ecosistema Unico debido a las etapas de alternancia
entre condiciones Oxicas y anéxicas que se dan durante la inundacion y posterior drenaje
del terreno, generando diversos habitats para los microrganismos de acuerdo a los niveles
de oxigeno (Unger, Kennedy, & Muzika, 2009). Es de esperarse que los ciclos
biogeoquimicos como el del nitrégeno se vean afectados en sus diferentes fases de forma
particular, pues la transformacién de este nutriente se basa en los diferentes estados de
oxidacion. Por ejemplo, la fijacion bioldgica de nitrdgeno es favorecida en cultivos de arroz
incorporando entre 8 y 30 kg de N por hectarea en un solo ciclo de cultivo (Quesada et al.,

1997). Otros autores describen que una capa de agua entre 1y 15 centimetros favorece
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la fijacidn bioldgica de N mediada por algas (Reddy, 1982) de las cuales las cianobacterias
diazotréficas fotodependientes son las que se asocian en mayor medida con esta actividad
(Vaishampayan et al., 2001). A pesar de que el ambiente andxico puede promover la
fijacion biolégica, la aplicacion de fertilizantes inorganicos amoniacales al cultivo la inhibe,
éste efecto es dado por el alto costo energético de la reaccion que requiere controlar la
actividad de la enzima nitrogenasa bajo concentraciones adecuadas de amonio o nitrato
(Kennedy et al., 1994). También se ha demostrado que procesos como la volatilizaciéon y
la lixiviacion de formas nitrogenadas se ven favorecidos con la inundacion de los cultivos
(Zhou, Nakashimada, & Hosomi, 2009).

Deposicion ‘
‘ de N

ﬂ @ Denitrificacion

~ Fertilizante

' Fijaciénde N

- Irrigacion

)

Drenaje

ﬁ; Ingreso {}: Salida

Figura 3 Movimiento del nitrégeno en cultivos de arroz. Modificado de (Takakai et al.,
2017).
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En el caso de la nitrificacion, se observa una menor tasa en suelos saturados o bajo
inundacion pudiendo ocurrir sélo en el espacio superficial de la capa de agua, donde hay
suficiente oxigeno disuelto y en la zona cercana a la rizésfera, donde se difunden bajas
cantidades de oxigeno transportadas por la planta a través del aerénquima, lo cual permite
el crecimiento de microorganismos nitrificantes aerébicos (Dandeniya & Thies, 2015),
resultando en periodos prolongados con altas concentraciones de amonio luego de la
aplicacion de fertilizantes inorganicos; este efecto resulta beneficioso para la absorcion de

amonio por parte de las plantas de arroz.

La nitrificacion y la desnitrificacion ocurren simultdneamente en suelos bajo inundacion,
aunque ocurran en zonas diferentes, ya que el nitrato es el sustrato de la reaccion de
desnitrificacion. La tasa de desnitrificacion estéd influenciada por la concentracién de
oxigeno, la temperatura, el pH, las poblaciones de microorganismos desnitrificantes y por
supuesto por la concentracion de nitrato (Reddy, 1982).

Viendo el ciclo del nitrbgeno de manera general se evidencia como el flujo del nitrégeno
en el suelo depende de las reacciones de 6xido reduccién que sufren los compuestos
nitrogenados realizadas por microorganismos. A pesar de que muchas rutas en el ciclo del
nitrégeno fueron descritas hace mas de un siglo, aiin hay mucho que entender acerca de
la microbiologia del ciclo, mas aln bajo condiciones especiales como es el caso del cultivo
de arroz a lo cual se adicionan los efectos que traen las practicas de manejo de los residuos
vegetales sobre este proceso. El estudio de las comunidades microbianas responsables
de la continuidad del ciclo y sus interacciones pueden brindar un enfoque de la calidad del
suelo basado en el nitrdgeno, en otras palabras, un cambio en la comunidad microbiana
puede ser usado como indicador de las condiciones que determinan la calidad del suelo y
pueden servir de herramienta para la evaluacion de los manejos de los residuos pos
cosecha. La presente investigacion se centra en los procesos de entrada del nitrégeno al
sistema suelo: la fijacién biol6gica de nitrdgeno y el proceso de amonificacién, por los

cuales se aseguran existan los niveles requeridos tanto para los microorganismos como
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para las plantas. El progreso en esta area de la ciencia ha sido facilitado por los avances

tecnoldgicos, especialmente de la genémica.

1.7 Estudio de las comunidades edéaficas

Tradicionalmente, el andlisis de las comunidades edafica se ha realizado a través de
técnicas de cultivo, usando gran variedad de medios de cultivo que permitieran la
recuperacion de diversas poblaciones microbianas. Sin embargo, a través de estas
metodologias solamente una pequefa fraccién de la comunidad microbiana podia ser
analizada( >1%) (Delmont et al., 2011) (Schloss & Handelsman, 2003), es por este motivo
gue ha sido un reto caracterizar las comunidades microbianas del suelo que incluyen
principalmente bacterias, archaeas y hongos e identificar los cambios que sufren por
perturbaciones del medio. Para tal fin han sido usados diferentes parametros biolégicos
independientes de cultivo entre los que se encuentran la biomasa microbiana, la
respiracion, el ciclaje de nutrientes, las actividades enzimaticas y otros mas especificos
basados en el andlisis de datos gendémicos, los cuales sirven como indicadores para
determinar cambios en la estructura y composicion de la comunidad edafica (Veum,
Goyne, Kremer, Miles, & Sudduth, 2014) (Schloter, Nannipieri, S@grensen, & van Elsas,
2018). Todos estos indicadores permiten evaluar de forma holistica el funcionamiento del
suelo en base a la estructura, funcién metabdlica y roles ecolégicos que llevan a cabo los
microorganismos edéficos, pudiendo ademas evaluar la actividad in situ a través de la
cinética enzimatica (Bastida, Zsolnay, Hernandez, & Garcia, 2008). El reciente acceso a
herramientas de metagendémica basadas en el analisis del ADN, han permitido un gran
avance en el estudio de las comunidades de organismos que habitan el suelo, puesto que
las metodologias dependientes de cultivo no permitian considerar la totalidad de
organismos de dichas comunidades. Técnicas como la secuenciacion masiva de genes,
han permitido obtener mas informacion de las comunidades microbianas, su composicion,
dinamica y estructura, los roles y relaciones evolutivas con mayor grado de resolucion a
nivel taxonémico, asi como también han permitido reconocer la influencia de los
microorganismos sobre las propiedades y procesos de los ecosistemas edaficos de forma
mas detallada (Shendure & Ji, 2008) ( Yang, Wang, & Qian, 2016).
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1.7.1 Actividad enziméatica en suelos

Las técnicas enzimaticas que evallan el estatus de los suelos son usadas para caracterizar
procesos biolégicos mediante el uso de sustratos, ademas de servir como complemento a
metodologias mas especializadas, ya que permiten conocer la actividad metabdlica que se

estd llevando a cabo en un momento determinado (Kirk et al., 2004) (Harris, 2007).

Las enzimas son proteinas que se unen a sustratos especificos cuya funcién es catalizar
reacciones quimicas (Henriquez et al., 2014). Las presentes en el suelo son mediadoras
de procesos como la descomposicion de la materia organica nativa y de la nueva que
ingresa al sistema, la transformacion de la energia y el ciclaje de nutrientes (Caldwell,
2005). Ademas, se consideran buenos indicadores de calidad del suelo, ya que la actividad
metabdlica es muy sensible a los cambios relacionados con el manejo de los cultivos y
debido a que estan directamente involucradas en la liberacién de nutrientes inorganicos

por la degradacién de la materia organica (Shukla & Varma, 2011).

A nivel edafico son los microorganismos los principales productores de enzimas. Las
enzimas pueden clasificarse de acuerdo a su localizacion, en intracelulares cuando se
encuentran unidas a compartimientos dentro de la célula o en extracelulares cuando son
liberadas durante el metabolismo o lisis celular. Estas ultimas son posteriormente
absorbidas en las arcillas minerales o se asocian a los coloides humicos del suelo (Piccolo,
1996).

Estos catalizadores proteicos estan directamente involucrados en la transformaciéon de
componentes organicos e inorganicos del ciclo del nitrégeno (Mengel, 1996). Para cada
una de las etapas del ciclo, se pueden distinguir una o varias enzimas. En ecosistemas de
cultivo de arroz, las enzimas relacionadas con el ciclo del nitrdgeno son importantes en el

mantenimiento de la fertilidad del suelo y en el rendimiento de la cosecha (Adetunji, Lewu,
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Mulidzi, & Ncube, 2017). En las etapas claves de ingreso de nitrégeno al suelo, se destacan
la enzima nitrogenasa, responsable de la fijacion y las enzimas proteasas y ureasas

involucradas en el proceso de amonificacion (Strock, 2008).

1.7.2 Nitrogenasa

La fijacién biologica de nitrégeno es un proceso dependiente de la enzima nitrogenasa
(EC 1.18.6.1), capaz de reducir el nitrégeno atmosférico a amonio. La enzima es un
complejo formado por dos metaloproteinas: la ferroproteina y la molibdoferroproteina
(Stein & Klotz, 2016). Este proceso es sensible a la presencia de oxigeno, motivo por el
cual los organismos fijadores poseen mecanismos para evitar la desactivacion de la
enzima a través -por ejemplo- del manejo de altas tasas respiratorias o la colonizacién de
compartimentos dentro de las plantas con poca oxigenacién, que sirve como proteccion
aislante ademas dentro de las estructuras nodulares, el nivel de oxigeno disminuye gracias
a la accién de la enzima leghemoglobina, que se encarga de quelar &tomos de oxigeno
(Ott et al., 2005). La actividad de la enzima se correlaciona directamente con el contenido
de materia organica, pues las bacterias fijadoras utilizan los productos de descomposicion
como fuente de energia. Jensen y Swaby evidenciaron una asociacion directa entre la
aplicacion de los residuos de las plantas y el incremento en la actividad de fijacion de

nitrégeno (Jensen & Jensen, 1940).

1.7.3 Proteasa

Las proteasas (E.C. 3.4.21-) estan involucradas en el proceso de amonificacion del
nitrégeno, siendo responsables de la tasa de mineralizacion al hidrolizar las proteinas para
obtener amonio por la via de los amino&cidos (Hayano, 1993). Son clasificadas de acuerdo
a la ubicacién de los enlaces peptidicos hidrolizados sobre los que actian, en
exopeptidasas, si actian sobre aminoacidos terminales o endopeptidasas si catalizan la
hidrélisis de los enlaces peptidicos internos (Kirti, Rana, & Datt, 2012). La mayoria del

nitrdgeno presente en el suelo se encuentra en forma de N organico y necesita ser
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transformado a su forma inorgénica para ser asimilable por las plantas, es asi como la
protedlisis es un proceso clave en el reciclaje de la materia organica, al degradar las
glicoproteinas, proteinas, péptidos y aminoacidos provenientes de organismos muertos,
plantas y animales (Vranova, Rejsek, & Formanek, 2013). La despolimerizacién mediada
por proteasas es el paso que limita la velocidad de suministro de nitrégeno a las plantas
ya que el suelo tiene una gran reserva de nitrégeno organico que se convierte en disponible

gracias a la accién de esta enzima (Geisseler & Horwath, 2008).

Las proteasas son producidas por animales, plantas y microorganismos, siendo estos
ultimos los mayores productores. En suelos de cultivo de arroz bajo inundacion, se ha
relacionado al género Bacillus spp con la mayor produccion de proteasas (Hayano, 1993).
La actividad de la enzima esta relacionada con el contenido de materia organica del suelo
y la biomasa microbiana. El tamo de arroz contiene entre un 2 y un 7% de proteina neta,
por lo cual la adicién del tamo al suelo, puede llegar a mejorar levemente la actividad de
esta enzima (Drake, Nader, & Forero, 2002).

1.7.4 Ureasa

La enzima ureasa también conocida como urea-amidohidrolasa (EC 3.5.1.5) cataliza la
reaccion de hidrélisis de la urea para generar amoniaco y carbamato, los cuales se
hidrolizan espontaneamente para formar acido carbdnico y amonio respectivamente
(Carlsson & Nordlander, 2010). Esta enzima se encuentra asociada con el suministro de
nitrégeno a las plantas ya que regula de forma natural el proceso de amonificacion en el
ciclo del nitrégeno por la descomposicion de la materia organica o la hidrélisis de la urea
contenida en los desechos animales, mientras que en suelos agricolas se encuentra
involucrada con el rendimiento de los fertilizantes nitrogenados que en su mayoria
contienen urea (Makoi & Ndakidemi, 2008). Generalmente, su origen es microbiano y
puede existir como una enzima intracelular o extracelular al ser adsorbida por las particulas
inorganicas como las arcillas o al vincularse con los complejos humicos (Tabatabai &

Bremner, 1972). La enzima ureasa ha sido ampliamente usada para evaluar cambios en
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la calidad del suelo relacionados con practicas de manejo, ya que representa hasta un 63%
de la actividad enzimética total (Pettit, Smith, Freedman, & Burns, 1976). En suelos de
cultivo de arroz, el uso de fertilizantes nitrogenados es muy comun dado que los
rendimientos obtenidos son mayores como resultado de la hidrélisis de amonio que es el
nutriente que puede ser tomado directamente por las plantas (Nayak, Babu, & Adhya,
2007). La actividad de la enzima es influenciada por factores como el contenido de materia
organica, las enmiendas adicionadas al suelo, el pH, la temperatura, la comunidad
microbiana y otras propiedades fisicas y quimicas del suelo (Makoi & Ndakidemi, 2008).
Los cambios en la actividad de la enzima pueden ser usados como un indicador indirecto
del nitrdgeno potencialmente disponible ademas sirven para determinar métodos de
manejo de los cultivos que mejoren el metabolismo microbiano y el ciclo del nitrégeno
(Adetunji et al., 2017).

1.7.5 Gen 16S rRNA para el estudio taxondémico de las
comunidades de bacterias

Los métodos moleculares basados en analisis de ADN han provisto en los Ultimos afios un
mejor entendimiento de la diversidad filogenética y composicibn de la comunidad
microbiana al ser mas robustos que las metodologias dependientes de cultivo. La mayoria
de investigaciones de este tipo emplean genes que funcionan como marcadores
filogenéticos. En la actualidad, el gen 16S rRNA es el gen marcador mas utilizado para la
evaluacién de la diversidad de microorganismos en diferentes ambientes asi como para
los estudios relacionados con la filogenia (Vasileiadis et al., 2012). De hecho, el arbol
filogenético de la vida estd construido sobre la base de este gen; de esta manera Carl
Woese comparando secuencias de RNA ribosomal dio una nueva clasificacion de los
dominios de los seres vivos (Woese, Kandler, & Wheelis, 1990). El gen 16S rRNA codifica
para el RNA ribosomal de la subunidad pequefia 30S de los ribosomas procariotas
(Brimacombe & Stiege, 1985). Este polirribonucle6tido de aproximadamente 1500
nucleétidos ha sido escogido como marcador universal para las comunidades de bacterias
y archaeas al estar involucrado en la sintesis de proteinas, siendo poco afectado por las
presiones ambientales (Case et al., 2007). El gen 16S rRNA cuenta con regiones muy

conservadas, que permiten el disefio de primers o iniciadores capaces de amplificar
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practicamente todas las regiones que lo codifiquen, ademas de contar con regiones con
alta divergencia que hacen posible la caracterizacion diferencial de microorganismos a
nivel taxonémico (Yang et al., 2016). En total son 9 regiones hipervariables, designadas
V1 hasta la V9, que muestran una diversidad significativa en su secuencia a través de
diferentes especies microbianas y pueden ser usadas solas o en combinacion para

caracterizar taxonémicamente sin utilizar la secuencia completa del gen (Yang et al., 2016).

v B * vs il ve [l v7 I v- I o

Figura 4 Representacion estructura gen 16s rRNA. V1-V9 Regiones variables. Los
recuadros claros representan las regiones conservadas.

Las regiones hipervariables se encuentran junto a regiones altamente conservadas, lo que
permite amplificarlas utilizando cebadores universales para estos tramos, sin embargo no
todas las regiones son capaces de distinguir entre diferentes microorganismos dado que
tienen diferentes grados de divergencia en sus secuencias. Se han relacionado las
regiones V2, V3, V4 y V6 como las que mayor heterogeneidad presentan convirtiéndose
de esta manera en las mas recomendadas para los estudios filogenéticos (Chakravorty,
Helb, Burday, Connell, & Alland, 2007). Para caracterizar estas secuencias es necesario
determinar la serie de nucledtidos de la muestra y compararla con secuencias
nucleotidicas conocidas de organismos previamente secuenciados (Hernandez-Leo6n et
al., 2010) (Devereux & Wilkinson, 2004). Para esto han sido utilizadas diferentes
metodologias de secuenciacion entre las que se destacan la pirosecuenciacion y la
secuenciacion por sintesis (lllumina / Solexa) (Ambardar et al., 2016), siendo esta Ultima
la méas utilizada hoy en dia por su accesibilidad, alta precision y generacién de grandes
cantidades de datos. Esta secuenciacion por sintesis consiste en secuenciar fragmentos
previamente preparados con adaptadores en los extremos, para permitir que sus cadenas
desnaturalizadas puedan unirse a una superficie sélida. Luego se hace una amplificacion

tipo puente para generar grupos o clusters de cadenas de ese mismo fragmento,
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permitiendo rastrear la adicion de nucleétidos marcados fluorescentemente a medida que
se copia la cadena de ADN base lo cual es detectado por una camara. A diferencia de la
pirosecuenciacion, la secuenciacion por sintesis incorpora un solo nucleétido en cada ciclo

de amplificacién haciendola mas precisa (Mardis, 2017).

Como se explico anteriormente, el analisis del gen 16S rRNA, sirve para caracterizar
taxonémicamente una comunidad de microorganismos, pero debido a que se enfoca en el
estudio de un solo gen no puede identificar directamente las capacidades funcionales de
los microorganismos secuenciados. Es asi como las caracterizaciones funcionales
requieren de la secuenciacion de varios genes clave o de todos los genes de la comunidad
de microorganismos para producir perfiles funcionales en detalle (Langille et al., 2013).
Gracias a los avances en el andlisis de datos bioldgicos, herramientas bioinformaticas han
sido desarrolladas para obtener una prediccion del potencial funcional de las comunidades
de microorganismos una vez se tiene conocimiento de su composicion taxonomica, lo
anterior basado en la estrecha relacion que puede encontrarse entre la filogenia y la
funciébn (Zaneveld, et al., 2010). Se puede observar por ejemplo, en los arboles
filogenéticos construidos a partir del gen 16S rRNA, que los taxones tienden a organizarse
en grupos o clusters, coincidiendo dicha agrupacion con el contenido de genes que
comparten (Vigdis Torsvik & @vreads, 2002). Esta agrupacién de microorganismos que
comparten un coregenoma (genes presentes en todos los taxones) (Medini, Donati,
Tettelin, Masignani, & Rappuoli, 2005) permite suponer funciones en comun, las cuales
son asignadas de acuerdo a analisis previos que han podido revelar esta relacion (Langille
et al., 2013).

En el momento existen varias herramientas bioinformaticas que mediante el uso de
algoritmos, proveen predicciones funcionales a partir de la informacion de la secuenciacion
de las regiones del gen 16S rRNA. Es decir que a partir del conocimiento de la funcion que
cumplen ciertos microorganismos filogenéticamente y previamente caracterizados, se
puede utilizar solo la informacion filogenética de una muestra para asignarles ciertas
funciones. Las predicciones funcionales podrian consolidarse con los resultados
provenientes de actividades metabdlicas medidas in vitro, las cuales reflejan gran parte del

funcionamiento del nicho bajo estudio (Langille et al., 2013).
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2.Antecedentes, planteamiento de la
investigacion y objetivos

2.1 Antecedentes

En los ultimos afios, numerosos estudios han evaluado la influencia de diferentes practicas

de manejo del tamo de arroz sobre las comunidades microbianas del suelo a corto,
mediano y largo plazo, buscando proveer bases que ayuden a determinar el manejo
adecuado de estos residuos (C. Liu et al., 2014) (Sun et al., 2015) (Francioli et al., 2016)
(Guo et al., 2018) (Maarastawi et al,, 2018).

Estos estudios han elucidado que los cambios en la actividad microbiana que resultan de
la adicion de material vegetal al suelo pueden trasformar la estructura y composicién de
los microorganismos al cambiar algunas caracteristicas del habitat como la porosidad, la
humedad y la cantidad de sustratos (Gary et al., 2004), lo anterior ha permitido usar a los
microorganismos como indicadores del estado tréfico del suelo. Estos cambios han sido
medidos por diferentes metodologias, desde las mas tradicionales mediante mediciones
de los parametros fisico-quimicos del suelo, actividades enzimaticas, metodologias
dependiente de cultivo hasta las mas actuales: tasas de respiracion, PFLA (Analisis de
acidos grasos) (Pan, Li, Chapman, & Yao, 2016), PCR (Li et al., 2018) y secuenciacion de
proxima generacion (Maarastawi et al., 2018), estas Ultimas actualmente reconocidas por

el nivel de resolucion que permiten.
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Otros estudios sugieren que el retorno de material vegetal parece generar una mayor
biomasa microbiana (C. Liu et al., 2014) (J. Guo et al., 2018), ademas de seleccionar
taxones especificos que se adaptan a las disponibilidades de nutrientes derivados de su
degradacién generando cambios en la composicion de la comunidad (LI et al., 2015). Es
por esto que se ha investigado mas a fondo los grupos funcionales que cumplen una tarea
en especifico, pues este nivel de detalle permite una mejor comprensién de la influencia
gue tienen los cambios del medio sobre procesos especificos (Bao et al., 2012) (Bao et al.,
2019). Por ejemplo ha sido comprobado que el retorno de los residuos vegetales
incrementa la abundancia de la comunidad de bacterias fijadoras de N, posiblemente por
una mayor disponibilidad de fuentes energéticas (Zhang et al., 2013), asi como limita la
pérdida de nitrégeno del sistema suelo, sugiriendo que la reincorporacién del tamo de arroz
es capaz de modular la comunidad microbiana que interviene en el ciclo del nitrégeno. Sin
embargo, muchos de los estudios que investigan los cambios en la microbiota edéfica
relacionada con las transformaciones de nitrégeno se basan en las comunidades de
bacterias metanogénicas y poco ha sido desarrollado hacia la comprension de los demas
subprocesos del ciclo (Henderson et al., 2010) (Miller et al., 2012) y los pocos estudios
realizados para determinar los cambios generados sobre las comunidades edéficas luego
de la incorporacién de tamo de arroz al suelo, han sido desarrollados bajo condiciones
controladas centrandose principalmente en la disponibilidad de nutrientes como el
carbono, el contenido de materia organica y la comunidad microbiana celulolitica
(Chowdhury & Chowdhury, 2016)

En Colombia, se han realizado estudios para promover el proceso de descomposiciéon del
tamo de arroz bajo condiciones de campo usando consorcios microbianos junto con
aplicaciones de nitrégeno inorganico para evitar el efecto de inmovilizacién (Cruz Ramirez
et al., 2017), sin embargo, estos estudios fueron mas enfocados a los cambios en las
variables agrondémicas. Hasta el momento no se ha llevado a cabo un estudio que evalle
el impacto que generan diferentes practicas de manejo del tamo de arroz sobre la
comunidad microbiana relacionada con el ciclo del nitrégeno, evaluado a través de

herramientas de metagendmica y actividad metabdlica, el cual podria servir para
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determinar un mejor manejo de estos residuos vegetales, lo cual impacta directamente la

calidad del suelo e indirectamente la productividad de cultivos agricolas.

2.2 Planteamiento del problema

Se ha hecho necesaria la busqueda de alternativas para aprovechar de forma éptima los
residuos vegetales en pro de cerrar de manera adecuada los procesos agricolas con el
menor impacto ambiental. Uno de los potenciales usos de los desechos del cultivo de arroz,
definidos como tamo, es el poder retornarlo in situ para un aprovechamiento sostenible.
Sin embargo los diferentes manejos de este residuo, como la incorporacion, la cobertura
del suelo o la quema, suponen un disturbio para las comunidades de microorganismos
edéficos, especialmente aquellos grupos funcionales relacionados con los ciclos
biogeoquimicos. Debido a que los microorganismos relacionados con el ciclo del nitrégeno,
pueden contribuir a la nutricién de las plantas, a la produccién del cultivo y al mejoramiento
de las propiedades del suelo, es de gran interés determinar cémo las practicas de manejo
de los residuos influencian las composicion, estructura y funcionamiento de estas

comunidades.

2.3 Pregunta de investigacion

¢, Cémo cambian las comunidades de microorganismos del suelo relacionadas con el ciclo

del nitrégeno taxonémica y funcionalmente bajo los diferentes manejos del tamo de arroz?

2.4 Hipotesis

Dado el potencial del tamo de arroz como fuente de material orgénica, las comunidades
de bacterias relacionadas con el ciclo del nitrégeno se ven influenciadas positivamente
cuando el tamo de arroz es incorporado al suelo o dejado en cobertura en comparacion
con la practica de quema del mismo. Lo anterior soportado en estudios que evidencian que
la incorporacién del tamo mejora las propiedades fisico-quimicas del suelo (Mousavi et al.,
2012), incrementa el contenido de materia organica, mejora la fertilidad del suelo (Zhang

et al., 2013), incrementa el contenido de carbono y nitrégeno total, promueve el crecimiento
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vegetal y la toma de nitrégeno por parte de las plantas de arroz a largo término (Takahashi
et al., 2003).

2.5 Objetivos

2.5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del manejo del tamo de arroz sobre la diversidad taxonémica y
funcional de las comunidades microbianas del suelo asociadas al ciclo del nitrégeno, antes

y durante un ciclo de cultivo de arroz en condiciones de campo.

2.5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la diversidad taxondmica de bacterias relacionadas con el ciclo del
nitrégeno de suelos bajo diferentes manejos del tamo de arroz.

e Predecir la funcion de los microorganismos relacionados con el ciclo del
nitrégeno a partir de la diversidad taxondmica encontrada en los suelos con
diferentes manejos del tamo de arroz.

e Determinar el efecto de los diferentes tratamientos del tamo de arroz sobre

la actividad de las enzimas ureasa, proteasa y nitrogenasa.
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2.6 Materiales y métodos

2.6.1 Area de estudio

El experimento en campo se llevd a cabo en la Estacion de Investigacion de la Federacion
Nacional de Arroceros (Fedearroz) en el municipio de Saldafa, Tolima (3°54°56.4°N,
74°58°57E). El &rea de estudio presenta un clima promedio de 28°C con una precipitacion

anual de 210 mm.

2.6.2 Material biolégico

Siguiendo la linea de investigacion desarrollada en el grupo de microbiologia agricola de
la Universidad Nacional de Colombia, se utiliz6 el consorcio de microorganismos
compuesto por la cepa bacteriana perteneciente a la coleccion de genes y cepas del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, Bacillus pumilus IBUN
13A-02 a una concentracion de 1,7 x 10’ esporas/ml aislada de la rizésfera de arroz, en
conjunto con una cepa comercial de Trichoderma harzianum a una concentracion de 1,0
x 108 conidias/ml comercializada por la empresa Biocontrol SAS para la inoculacion de los
tratamientos de incorporacién y cobertura en campo. El consorcio anteriormente descrito
proviene de un proceso de seleccion mediante tamizaje funcional utilizando tamo de arroz

como sustrato, llevado a cabo en un estudio previo de doctorado.

Por su parte, fue utilizada la variedad FL-Fedearroz 68 caracterizada por presentar
tolerancia a Pyricularia grisea y susceptibilidad a Rhizoctonia solani para el desarrollo del

cultivo, la cual habia sido sembrada previamente en el area de estudio.
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2.7 Diseio experimental

En orden de evaluar el efecto a corto plazo de diferentes préacticas de manejo del tamo de
arroz sobre la comunidad microbiana relacionada con el ciclo del nitrégeno bajo
condiciones de campo, se plantearon 4 tratamientos de manejo del tamo de arroz que
incluian: cobertura del terreno con tamo de arroz inoculado con el consorcio de
microorganismos (Cob + mo), incorporacién del tamo de arroz inoculado previamente con
el consorcio microbiano (Inc + mo), quema convencional del tamo de arroz (Quema) vy
cobertura del terreno con tamo de arroz sin adicion del in6éculo microbiano (Cob). Los
tratamientos de incorporacién con microorganismos (Inc + mo) y quema (Quema) fueron
incorporados al suelo durante el primer dia del experimento de forma mecénica mediante
arado. Por su parte, los tratamientos de cobertura del terreno con tamo de arroz -tanto el
inoculado como el no inoculado- (Cob + mo y Cob) fueron dejados sobre el terreno durante
22 dias después del inicio del experimento, luego de este tiempo fueron incorporados al

suelo mediante arado para preparar el terreno para la siembra del cultivo (Fig. 5).

Las muestras de suelo fueron tomadas en 4 muestreos antes y durante el ciclo de cultivo,
definidos como: Etapa Inicial (muestreo de los suelos antes de recibir cualquier tipo de
tratamiento), Etapa de incorporacién (22 dias después de la aplicacion de los tratamientos),
Etapa floracion (Floracion del cultivo) y Etapa final (Antes de la recoleccion de la cosecha).

El experimento fue desarrollado entre los meses de abril y octubre de 2016 (Fig. 6).

El area experimental fue dividida en 16 secciones de 45 m x 7,5 m (33,75 m?

considerando 4 réplicas para cada uno de los tratamientos.
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Figura 5 Disefio experimental

Se observan al lado izquierdo de la linea punteada, las parcelas de los tratamientos
dejados como cobertura del terreno (Cob + mo y Cob), y a la derecha de la linea punteada,
se ubican los tratamientos incorporados al suelo durante el primer dia del experimento (Inc
+ mo y Quema). Las réplicas de los tratamientos dejados en cobertura como de los
incorporados al suelo mediante arado, fueron distribuidas de acuerdo a un disefio de
blogues incompletos al azar, teniendo como base el uso de maquinaria pesada (tractor) en
cada area.
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Todos los tratamientos recibieron el mismo esquema de fertilizacion inorganica, que
consistié en la aplicacion de 229,1 kg de N/ha?, 28,6 kg P/ha, 85,5 kg K/hat, 47,4 kg
S/haly 3,0 kg Zn/halsegun recomendaciones de Fedearroz.

10 de Abril Septiembre
(9] (o] @

13 de Mayo

Aplicacion
tratamientos

A

L.
2N

Etapa inicial Etapa de Etapade Etapa final
degradacion floracion
22 dias

después de la
degradacion

Figura 6. Cronologia del muestreo. SS: Suelo de soporte; SR: Suelo rizosférico.

2.7.1 Procedimientos de muestreo

Las muestras de suelo fueron recolectadas de cada una de las parcelas con ayuda de un
barreno, realizando submuestreos de 5 puntos diferentes dentro de cada parcela
distanciados espacialmente, estas submuestras fueron mezcladas uniformemente para

obtener una muestra compuesta como se ilustra a continuacion:
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4,5m

Figura 7 Metodologia de muestreo por parcela

2.7.2 Recoleccion de muestras de suelo

Para cada una de las etapas de muestreo (inicial, incorporacion, floracién y final) fue
muestreado suelo de soporte de las cuatro parcelas correspondientes a cada uno de los
tratamientos, extrayendo suelo superficial entre los 0 y 10 cm de profundidad con ayuda
de un barreno; estas muestras fueron destinadas para la evaluacién de la actividad
enzimatica del suelo. Por su parte, para realizar los andlisis taxonémicos y de diversidad
de la comunidad microbiana, se realizaron extracciones de ADN gendmico, tomando
muestras de suelo de soporte de las etapas inicial, incorporacion y final y muestras de
suelo rizosférico —Unicamente- durante la etapa de floracion. Para estos analisis fue
muestreado suelo de tres de las cuatro parcelas de cada uno de los tratamientos. Las
muestras de suelo de soporte fueron transportadas hasta el laboratorio, procesando las
muestras destinadas a la extraccion de ADN inmediatamente mientras que las destinadas
para la evaluacion de las actividades enzimaticas fueron almacenadas -20°C hasta su
andlisis. En cuanto a la recoleccién de las muestras de suelo rizosférico, destinadas para
los andlisis de ADN, se removieron plantas del cultivo seguidas de una agitacion manual
para descartar agregados del suelo. El suelo que se mantuvo unido a la raiz de la planta
fue considerado como suelo rizosférico. Posteriormente, las raices de las plantas fueron
colocadas en tubos de 50 ml de capacidad y sumergidas en 30 ml de buffer fosfato 1X
adicionado con Tween 20 al 2% (v/v), para ser mezcladas posteriormente durante 10
minutos en un agitador Multi-wrist R. Luego, las muestras se centrifugaron durante 5

minutos a 7000 rpm. Se realiz6 una segunda extraccion de suelo rizosférico usando el
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pellet sobrante luego de la centrifugacion. El suelo extraido fue recolectado y procesado

de forma inmediata para la extraccién de ADN.

2.8 Ensayos enzimaticos

Se evalué la actividad de las enzimas relacionadas con el ciclo del nitrégeno, en especifico
las asociadas con procesos de ingreso de nitrdgeno al sistema edafico. La actividad de las
enzimas proteasa y ureasa se determind colorimétricamente usando el fotometro lector de
microplacas Multiskan ™ FC (Thermo Fisher Scientific). Para la determinacién de la
actividad de la enzima nitrogenasa se utilizé6 cromatografia de gases, realizando lecturas
en en el equipo GC-2014 (Shimadzu) del Instituto de Biotecnologia de la Universidad

Nacional de Colombia.

2.8.1 Proteasa

La actividad de la enzima proteasa de las diferentes muestras de suelo se realiz6 de
acuerdo al método de Ladd y Butler, basado en la determinacién de aminoacidos liberados
luego de la incubacion de las muestras de suelo en buffer Tris (50mM) con pH 8,1,
adicionando caseinato de sodio como sustrato e incubando la mezcla durante dos horas a
una temperatura controlada de 50°C. Luego del periodo de incubacion, la reaccién
enzimatica fue detenida por la adicién de acido tricloroacético al 15%. Los aminoacidos
liberados durante la incubacion son extraidos mediante centrifugacion, quedando liberados
en el sobrenadante. Posteriormente, una alicuota del sobrenadante reacciona con el
reactivo de Folin-Ciocateu en solucién alcalina y la cantidad de aminoacidos es

determinada colorimétricamente. (Ladd & Butler, 1972).

Las determinaciones de la actividad enzimatica fueron realizadas por cuadruplicado de
cada muestra contra cuatro controles blanco respectivamente y expresadas en mg de

tirosina producidos por 1 gr de suelo seco después de 2 horas de incubacion a 50°C.
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2.8.2 Ureasa

Las muestras de suelo fueron procesadas para la determinacién de la actividad ureasica
segun el protocolo de Kandeler y Gerber, que consiste en la determinacion colorimétrica
del amonio liberado luego de la incubacion de las muestras de suelo con una solucion de
Buffer borato (28,4 gr/L), pH 10, junto con una solucién de urea al 20% como sustrato. La
anterior mezcla fue incubada por dos horas a una temperatura controlada de 37°C. Pasado
este tiempo, la reaccion enzimatica es detenida adicionando de Cloruro de potasio.

La enzima tiene un papel importante en el ciclo del nitrégeno, especialmente en el proceso

de amonificacion de los fertilizantes nitrogenados (Kandeler & Gerber, 1988).

Las determinaciones de la actividad enzimatica fueron realizadas por cuadruplicados de
cada muestra contra cuatro controles respectivamente. Los resultados fueron corregidos
con los blancos y expresados en pug NHs-N producidos por 1 gramo de suelo seco después

de 2 horas de incubacion a 37°C.

2.8.3 Potencial de la enzima nitrogenasa

El potencial de la actividad de la enzima nitrogenasa fue determinada mediante el ensayo
de reduccién del acetileno a etileno en una reaccién similar a la que se da en el proceso
de fijacion de nitrégeno atmosférico. Esto debido a que la enzima nitrogenasa no es
especifica para el nitrégeno sino que también es capaz de reducir otros gases como

acetileno, cianuro y otros compuestos unidos por enlaces triples.

El método se basa en la estimacion del etileno producido durante la reduccion del
acetileno, en muestras de suelo contenidas en viales de vidrio ambar cerrados
herméticamente con el fin de controlar la atmdésfera. Se realiza modificacion del método
segun Limmer y Drake (Limmer & Drake, 1996) y las muestras son adicionadas con una
solucion de glucosa/manitol 10 g/L. Posteriormente, a los viales se les retira el 20% v/v de

la atmosfera con ayuda de una jeringa y el mismo volumen retirado es reemplazado con
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acetileno (C2H; pureza del 99,5%), que en este caso actla como sustrato. Luego los viales
son incubados por 3 dias a 32°C. Al finalizar el periodo de incubacion, se retira 1 ml de la
atmaosfera y se realiza la medicion del acetileno incorporado y del etileno producto de la
actividad enzimatica, en el cromatdgrafo de gases, usando N como gas de arrastre (Hardy
et al., 1968).

La determinacién cuantitativa de las moles de etileno producidas es calculada a través de
una curva de calibracién, usando una solucién estandar de etileno (C2H4 pureza del 99,5%)
a una concentraciéon de 3,061 x 10* mol/L de etileno y realizando diluciones con aire
atmosférico hasta 1,53 x 10° mol/L. Las mediciones de la curva, se realizan inyectando 1
ml de cada dilucién por triplicado al cromatdgrafo y se calcularon las concentraciones de
etileno usando la ecuacién de los gases ideales (Mcnabb & Geist, 1979). Las
determinaciones del potencial de la enzima nitrogenasa fueron realizadas por triplicado y
expresadas en nmol de etileno producidas en un gramo de suelo seco por hora.

2.9 Extraccion de acidos nucleicos, amplificacion y
secuenciacion

La extraccion del ADN total de las muestras de suelo (250 mg) fue realizada usando el kit
de extraccién MoBio PowerSoil DNA (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La pureza y calidad (tamafio promedio) del ADN extraido
se evalubé por electroforesis en gel de agarosa. Las muestras extraidas fueron
cuantificadas en el equipo Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA).

Las muestras de ADN fueron secuenciadas en la Universidad de Wisconsin en el Centro
de Biotecnologia Madison. Las concentraciones de ADN de las muestras fueron validadas

fluorométricamente con los kits Qubit dsDNA HS Assay y Quant-iT ™ PicoGreen dsDNA.
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El ADN gendmico fue amplificado usando el set de primers universales 341F y 805R, los
cuales amplifican las regiones V3 y V4 del gen 16S rRNA generando un producto de 464
pb. Los amplificados fueron secuenciados en la plataforma Illlumina MiSeq, bajo la
metodologia paired end. El set de primers forward y reverse contenian cédigos de 12 pares
de bases, permitiendo multiplexar las secuencias en librerias por corrida en la plataforma
MiSeq.

2.9.1 Analisis de secuencias del gen 16S rRNA

La calidad de las secuencias paired end fue evaluada de manera preliminar con el software
Fast QC v 0.11.6 (Andrews, 2010), evidenciando que las secuencias reverse presentaban
una baja calidad que no permitian una adecuada unién con las secuencias forward, motivo
por el cual se ingresaron Unicamente las secuencias forward al programa QIIME2 v 2018.4
(https://giime2.org) (Bolyen et al., 2018) para llevar a cabo el proceso de calidad y los

analisis de diversidad. Las secuencias fueron demultiplexadas usando el plugin “demux”
de acuerdo a su cédigo de secuencia. La limpieza y dereplicacion de las secuencias fue
realizada usando el pipeline de DADA2 (Callahan et al., 2016) dentro del programa
QIIME2. Las secuencias de las etapas inicial, incorporacion y final fueron procesadas de
manera independiente a las secuencias provenientes de la etapa de floracién, por tratarse
de muestras de suelo de soporte y suelo rizosférico respectivamente, ademas las muestras
de las etapas inicial, de incorporacién y final presentaban una calidad de secuenciacion
similar, pues fueron secuenciadas en simultaneo (en una misma corrida). Para estas
muestras se realizé un filtro de calidad inicial usando el plugin “quality-filter g-score” del
programa QIIME2 para dejar las secuencias forward y reverse con una calidad minima
correspondiente a un Phred score de 20 (Precision del 99%) y una longitud minima de 180
pb. Posteriormente se realizd un corte de la secuencia en la posicion 180 en el extremo
3’y se realiz6 un corte en la posiciéon 10 del extremo 5°. Las secuencias quiméricas fueron
removidas usando el plugin “isBimeraDenovo” y los singetons o secuencias con so6lo una
copia dentro del grupo de datos, fueron removidas como parte inherente del proceso de

los datos con el algoritmo del programa DADAZ2.


https://qiime2.org/
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Por su parte, las secuencias forward y reverse de la etapa de floracion presentaban una
calidad de secuenciacién mas alta, motivo por el cual sélo se realiza un corte en la posicién
271 del extremo 3" para eliminar las pares de bases con baja calidad sin necesidad de
hacer un filtro preliminar; las secuencias quiméricas de la etapa de floracién fueron
removidas dentro del proceso de calidad realizado por el programa DADA2. El programa
DADAZ2 (Divisive Amplicon Denosing Algorithm) permite diferenciar la variacién biol6gica
genuina de los errores aleatorios provenientes del proceso de secuenciacion mediante la
aplicacion de un algoritmo de particion divisiva. Las unidades taxonémicas operaciones,
conocidas como OTUs resultantes del proceso con DADA2, son generadas por agrupacion
de secuencias unicas y definidos como “variantes de secuencia de amplicones” (ASVs por
sus siglas en inglés), las cuales pueden ser relacionadas con una agrupacion de
secuencias al 100% de similaridad. Los ASVs fueron asignados taxondmicamente usando
el plugin “classify-sklearn” (Bokulich et al., 2018) contra la base de referencia SILVA 128
(Quast et al., 2013).

El calculo de las métricas de diversidad alfa y beta fue realizado con el método “core
metrics phylogenetic” dentro del pipeline de QIIME2 con una profundidad de sub-muestreo
uniforme (rarefaccién) de 31.951, 33.772 y 28.916 para las muestras de los tiempos inicial,
incorporacion y final respectivamente y a una profundidad de submuestreo de 48.960 para
las muestras rizosféricas de la etapa de floracién. Adicionalmente los resultados de cada
uno de los tratamientos para los tiempos inicial, incorporacion y final fueron agrupados y
analizadas, para determinar los cambios de cada tratamiento a través del tiempo, para lo
cual fueron unificadas e ingresadas al programa QIIME2 realizando submuestreos de
33.258, 32.912, 28.933 y 31.926 secuencias para los tratamientos COB+MO, INC+MO,
QUEMA y COB respectivamente. Las muestras de la etapa de floracién no fueron tenidas
en cuenta para el andlisis grupal dado que no comparten la misma naturaleza de las
muestras de suelo de soporte. Para el analisis de diversidad fue necesario realizar un arbol
de punto medio usando el pipeline “align-to-tree-mafft- fasttree” en el programa FastTree

(Price, Dehal, & Arkin, 2010) como parte del proceso dentro del programa QIIME2.
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Para una interpretacion significativa de los datos secuenciados, se realizaron las
respectivas curvas de rarefaccion que confirmen una cobertura adecuada de la comunidad
microbiana, medida por la normalizacion de la diversidad de especies encontradas en la

muestra como funcién del nimero de secuencias obtenidas.

2.10 Prediccion funcional

El software PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of

Unobserved States) v.1.1.3 (https://github.com/picrust/picrust/releases) (Langille et al.,

2013), fue usado para predecir el potencial funcional de las comunidades de bacterias de
cada uno de los tratamientos. Este programa compara las secuencias de 16S rRNA
identificadas con secuencias de especies de genomas conocidos (base de datos Green
genes). El andlisis predictivo es solo una aproximacion de la posible actividad metabdlica

de la comunidad microbiana, en base a genomas conocidos de referencia.

Para realizar el proceso dentro del programa PICRUSt , las muestras derivadas del
proceso de QIIME2, antes de la asignacion taxonémica fueron seleccionadas y agrupadas
en OTUs al 97% contra la base de datos Greengenes v.13.5.(DeSantis et al., 2006). La
prediccion del metagenoma fue realizado luego de normalizar el nimero de copias del gen
16S rRNA usando la funcién normalize_by copy_number de PICRUSt. Las predicciones
funcionales fueron realizadas usando la base de genes ortélogos KEGG. Los grupos de
genes ortélogos (KO) resultantes fueron luego categorizados por funcion para vincularlos
con rutas metabdlicas. Fue ademas calculado el indice NSTI (Nearest-sequenced taxén
index) dentro del pipeline de PICRUSt como control de calidad para validar la precisién de

las anotaciones funcionales predichas.


https://github.com/picrust/picrust/releases
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De manera paralela, fueron tomadas las asignaciones taxonémicas de las muestras de
cada uno de los tratamientos, derivadas del cotejo con la base de datos SILVA 128 dentro
del pipeline con QIIME2 y se realizé una comparacion con la base de datos MetaCNP
http://168.176.54.15/sph2/www/home.php alojada en la IP: 168.176.54.15 de Ila

Universidad Nacional de Colombia. Las asignaciones taxonémicas de las muestras que

coincidieron con asignaciones taxondmicas de la base de datos MetaCNP a nivel de
género fueron vinculadas a los subprocesos del ciclo del nitrégeno descritos en la base de
datos para cada microorganismo, a través de matrices dinAmicas y los porcentajes de los
taxones asignados a cada subproceso del ciclo del nitrégeno fueron comparados entre

tratamientos usando la prueba de Kruskal Wallis.

2.11 Herramientas graficas

Las métricas de diversidad beta fueron representadas con graficos de andlisis de
coordenadas principales de escalamiento multidimensional (PCoA) usando la herramienta

Emperor (http://emperor.microbio.me/uno/) (Vazquez-Baeza, Pirrung, Gonzalez, & Knight,

2013) dentro del flujo de trabajo de QIIME2. Los graficos de PCoA se basan en distancias
euclideanas que agrupan las muestras considerando la posibilidad de unién de grupos por

el método de varianza minima.

Fueron usados adicionalmente los programas Microbiome Analyst

(https://www.microbiomeanalyst.ca/) para generar dendogramas de arbol basados en

agrupamientos jerarquicos utilizando la distancia de similaridad/disimilaridad de Bray
Curtis (Dhariwal et al., 2017) y el programa MetaComet

(https://probes.pw.usda.gov/MetaCoMET/) para generar mapas de calor para mostrar las

diferencias en las composiciones de la comunidad basadas en las abundancias relativas
de los ASVs pertenecientes al core de microorganismos de cada tratamiento, generando

un gradiente de color de acuerdo a la abundancia relativa de cada ASV dentro de una


https://www.google.com/url?q=http://168.176.54.15/sph2/www/home.php&sa=D&source=hangouts&ust=1558577187781000&usg=AFQjCNHpHAOS0cIxmE5Evnjm4wcSVaSK5w
http://emperor.microbio.me/uno/
https://www.microbiomeanalyst.ca/
https://probes.pw.usda.gov/MetaCoMET/
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muestra dada y agrupando las muestras de acuerdo a la distancia de Bray Curtis (Wang
et al., 2016).

2.12 Analisis estadistico

A los resultados de las actividades enziméticas se les aplicaron las pruebas bondad de
ajuste de Kolmogorov-Smirnoff para evaluar si los datos se ajustaban a una distribucién
normal y la prueba de Levene’s para la homogenidad de varianzas. Los datos no se
ajustaban a la normalidad, razén por la cual se utilizé el test de Kruskal Wallis, con el
método de correccion de Bonferroni (P<0.05) para determinar las diferencias significativas
entre tratamientos usando el software Statgraphics Centurion v  XVI
https://statgraphics.net.

Los analisis de diversidad alfa fueron estimados en base a los ASVs de las muestras y se
usaron los indices de riqueza (nimero de ASVs encontrados por muestra)(Callahan,
McMurdie, & Holmes, 2017), Shannon (Shannon, 1948) y equitabilidad (Pielou, 1966) para
evaluar cambios en las comunidades bacterianas de acuerdo a los tratamientos aplicados.
El esfuerzo de muestreo fue evaluado usando el indice de cobertura de Good (Good,
1953). Las diferencias significativas de la diversidad alfa entre grupos de muestras fueron
calculadas por un andlisis pareado usado el test de Kruskal-Wallis, realizando una
correccion de tipo Benjamin-Hochberg (Thissen, Steinberg, & Kuang, 2002) del valor de
significancia (valor p) y para evaluar las diferencias significativas de la diversidad beta entre
los diferentes grupos de tratamientos, fue utilizado un analisis permutacional multivariado
PERMANOVA sobre la matriz de datos del indice de Bray Curtis.

El programa STAMP (http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP) fue utilizado para realizar la

comparacion entre tratamientos de las funciones metabdlicas del metagenoma predichas
con el programa PICRUSt (Parks et al.,2014), usando el test de Kruskal-Wallis con
correccion de tests multiples de Benjamini Hochberg para determinar los grupos diferentes.
Por su parte, las diferencias entre tratamientos de las abundancias de taxones vinculados

a subprocesos del ciclo del nitrdgeno de acuerdo a la base de datos MetaCNP, fueron


https://statgraphics.net/
http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP
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realizadas con el test de Kruskal Wallis con el software Statgraphics Centurion v XVI

https://statgraphics.net.

3.Resultados

Efectos de los diferentes tratamientos de tamo sobre la comunidad bacteriana

Se obtuvieron un total de 2.413.481 secuencias pertenecientes al fragmento del gen 16S
rRNA durante las etapas muestreadas: inicial (513.611), incorporacion (544.680), floracion
(803.226 ) vy final (551.964). Cada una de las etapas de muestreo contenia 12 muestras,
correspondientes a tres parcelas para cada uno de los tratamientos. Las secuencias
fueron filtradas usando el algoritmo DADAZ2, obteniendo 2.917 ASVs en la etapa inicial,
2.842 ASVs en la etapa de incorporacion, 4.698 en la etapa de floracién y 3.513 ASV's en
la etapa final de muestreo (Fig. 8), de las cuales 1.482 (50,8%), 1.321 (46,48%), 2.066
(44%) y 1.626 (46,2%) respectivamente fueron asignadas taxondmicamente usando la
base de datos SILVA 128. Las curvas de rarefaccién para cada uno de los tiempos
muestreados alcanzaron la fase Plateau (Anexo A), indicando que se pudo capturar gran
parte de la diversidad de la comunidad microbiana durante el muestreo. El nimero de
secuencias totales incrementé de forma notoria en las muestras de suelo rizosférico
recolectadas durante la etapa de floracion, en comparacion con las de las otras etapas y
gue correspondian a suelo de soporte, lo cual puede ser explicado por la eficiencia del
método de concentracion y extraccion de DNA para los suelos rizosféricos y/o también por
el efecto rizosférico, en el cual la biomasa (densidad poblacional) y la actividad de los
microorganismos es potenciada por los exudados de las raices de las plantas (Hussain et
al.,, 2012), al contener grandes cantidades de carbono, azlcares, oligosacaridos,

vitaminas, auxinas y otros elementos que sirven como fuente de alimento para los


https://statgraphics.net/
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microorganismos (Pinton, Varanini, & Nannipieri, 2007) (Raaijmakers et al.,2009). Asi
mismo, el numero de ASVs fue mayor en el suelo rizosférico, indicando que hay mayor
diversidad bacteriana en el &rea que circunda la raiz de la planta, siendo consistente con
estudios previos, en los cuales la diversidad de microorganismos es mayor cerca al
rizoplano, disminuyendo paulatinamente a medida que incrementa la distancia a la raiz
(Dotaniya & Meena, 2015) (Kowalchuk et al., 2010).

ETAPAINICIAL 513611

ETAPA DE INCORPORACION

4698

ETAPA DE FLORACION 803226

3513 | |

ETAPA FINAL

0 200000 400000 600000 800000 1000000

ASV’'s TOTALES = SECUENCIAS DE ENTRADA m SECUENCIAS FILTRADAS

Figura 8 Nimero de secuencias crudas, secuencias filtradas de alta calidad y nUmero de
ASVs.

Los indices de diversidad alfa utilizados para evaluar el efecto de diferentes manejos del
tamo de arroz sobre la comunidad edéfica, corresponden a la riqueza de especies 0 ASVs
encontradas en cada tratamiento, el indice de Shannon y el indice de equitabilidad de
Pielou. Los valores para cada uno de los indices evaluados se muestran en la Tabla 2. La
riqueza de especies (numero de ASVs) vario entre 625 y 979 para todas las muestras
analizadas. Se observo un incremento consistente del nimero de ASVs durante la etapa

de floracion en los 4 tratamientos, indicando una mayor diversidad de la comunidad
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bacteriana de la rizésfera, sin embargo no hubo diferencias significativas entre tratamientos

para esta etapa ni para las etapas restantes (g>0,05).

El indice de Shannon mostré que para las etapas inicial, de incorporacion y final se
obtuvieron resultados cercanos entre los tratamientos, sin diferencias significativas.
Durante la etapa de floracion el indice increment6 ligeramente en los tratamientos de
cobertura con y sin microorganismos (COB+MO y COB) pero no hubo una diferencia entre
los mismos (g>0,05). El indice de equitabilidad de especies (Pielou) presentd valores
similares entre tratamientos para todas las etapas de muestreo (g>0,05), indicando que no
hay una especie que domine sobre las demas (Anexo B).

Tabla 2 Resultados indices de diversidad alfa para todas las etapas de muestreo.

. ETAPA INICIAL
INDICES
Cob + mo Inc + mo Quema Cob
RIQUEZA ESPECIFICA (# DE ASVs) 696 DE 71 649 DE 340 629 DE 93 625 DE 31,3
SHANNON 8,8 D.E. 0,02 8,7 D.E. 0,04 8,6 D.E. 0,09 8,7 D.E. 0,05
EQUIDAD (PIELOU) 0,94 DE 0001| 0,93 DE 0004 0,93 DE 0008 0,93 DE 0,003
. ETAPA DE DEGRADACION
INDICES
Cob + mo Inc + mo Quema Cob
RIQUEZA ESPECIFICA(# DE ASVs) 656 DE 67 669 DE 291 708 DE 248| 699 DE 413
SHANNON 8,7 D.E. 0,05 8,7 DE 0,04 8,8 DE 0,04 8,8 DE 0,11
EQUIDAD (PIELOU) 0,93 DE 0005 0,93 DE 0002 0,93 DE 0001 093 DE 0,003
iNDICES ETAPA FLORACION
Cob + mo Inc + mo Quema Cob
RIQUEZA ESPECIFICA (# DE ASVs) 882 DE 11,9 822 DE 699| 862 DE 20,7| 979 DE 700
SHANNON 9,1 DE 009 88 DE Q21| 89 DE 012 9,2 DE 011
EQUIDAD (PIELOU) 0,93 DE 0009| 0,91 DE 0012 0,92 DE 0015 0,93 DE 0,003
iNDICES ETAPA FINAL
Cob + mo Inc + mo Quema Cob
RIQUEZA ESPECIFICA(# DE ASVs) 806 DE 1930 713 DE 384 732 DE 571 663 DE 301
SHANNON 89 DE 0,26 88 DE 004| 88 DE 010| 87 DE 0,05
EQUIDAD (PIELOU) 0,92 DE 0005| 0,93 DE 0004 093 DE 0003 0,93 DE 0,002




Capitulo 2 53

* Cob +m.o: tratamiento de cobertura del terreno con tamo de arroz inoculado con el
consorcio de degradacion; Inc+m.o: tratamiento de incorporacion del tamo de arroz
inoculado con el consorcio de degradacion; quema: tratamiento de quema y Cob:
tratamiento de cobertura con tamo de arroz. Método estadistico: Kruskal-Wallis, realizando

una correccion de tipo Benjamin-Hochberg. (q<0,05)

El indice de diversidad beta escogido para comparar cuantitativamente la disimilaridad
entre comunidades considerando la composicién de especies y su abundancia fue el indice
de Bray Curtis cuyas distancias se representan en el grafico de coordenadas principales
de escalamiento multidimensional PCoA (Fig. 9) , en el cual se observan algunos patrones
de agrupacién, en la etapa inicial (separaciéon de las parcelas del COB+MO) y en la etapa
final (se agrupan todos los tratamientos), sin embargo los resultados estadisticos confirman
gue no existen diferencias significativas entre tratamientos para ninguna de las etapas
muestreadas. (PERMANOVA g>0,05) (Anexo C).
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Figura 9 Grafico de coordenadas principales de escalamiento multidimensional (PCoA) de
la diversidad beta basado en las distancias de disimilaridad de indice de Bray Curtis para
cada una de las etapas muestreadas.

* Método estadistico: analisis permutacional multivariado (PERMANOVA @<0,05)

realizando una correccién de tipo Benjamin-Hochberg.

Con base en lo anterior, se determina que las métricas de diversidad alfa y beta no fueron
afectadas por los diferentes manejos del tamo de arroz en ninguna de las etapas
muestreadas. Estos mismos resultados han sido obtenidos en investigaciones previas,
mostrando que la aplicacion de tamo de arroz en el suelo genera un efecto muy leve sobre
la diversidad y los cambios composicionales de la comunidad de bacterias en comparacion
con otros factores a corto plazo (Maarastawi et al.,, 2018). Al evaluar la diversidad de
comunidades de hongos y de bacterias en suelos de soporte proveniente de un cultivo de
arroz adicionado con tamo, Li y colaboradores en 2018 no encontraron diferencias en
ninguno de los indices de diversidad analizados para la comunidad de bacterias en

comparacion con los tratamientos control, lo cual fue vinculado a que la comunidad de
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hongos predominaba sobre la de bacterias de acuerdo a la proporcion encontrada durante
el proceso de descomposicion del tamo ( Li et al., 2018). Lo anterior puede ser posible en
ecosistemas altamente diversos, en los que una alta tasa de recambio de especies no
permite hallar con facilidad los efectos que ocurren sobre la comunidad microbiana en

términos de diversidad.

Con el fin de identificar otros factores que pudieran influir sobre la diversidad de la
comunidad de microorganismos, se combinaron las muestras de las etapas inicial,
incorporacion y final de los cuatro tratamientos, considerando que tienen la misma
naturaleza -suelo de soporte- y que el proceso de calidad de las secuencias fue uniforme.
Se evaluaron tanto el efecto del tratamiento asi como el de la etapa de muestreo. En
primera instancia, utilizando la distancia de Bray Curtis, se gener6 un gréfico de
coordenadas principales de escalamiento multidimensional PCoA, etiquetando las
muestras por tratamiento, sin embargo no se evidencié ninguna agrupacion particular (Fig.
10).
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Figura 10 Distancia de Bray Curtis para todas las muestras de los tratamientos
considerando todas las etapas de muestreo

* Método estadistico: andlisis permutacional multivariado (PERMANOVA (<0,05)

realizando una correccion de tipo Benjamin-Hochberg.

El mismo set de datos correspondiente a la totalidad de las muestras, fue graficado e
identificado de acuerdo a la etapa de recoleccion, observando que las distancias de Bray
Curtis eran menores entre las muestras de una misma etapa, las cuales se agrupaban sin
gue se pudieran distinguir los tratamientos aplicados en cada una de ellas, lo cual conlleva
a pensar que la diversidad beta de la comunidad microbiana es mayormente influenciada
por las condiciones del suelo en un momento dado (Fig. 11), las cuales responden a
factores ambientales diferentes a los determinados por los tratamientos, como por ejemplo
los disturbios asociados al cultivo de arroz propiamente dicho, la etapa fenoldgica del
cultivo, la aplicacién de fertilizantes e insumos de manejo de plagas y enfermedades, la
disponibilidad de agua y de nutrientes entre otros, que fueron comunes para todos los

tratamientos en este estudio (Luo et al., 2016). Por ejemplo, Pittol et al., encontraron que
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los cambios en la estructura de la comunidad microbiana en campos de arroz bajo
inundacion eran regidos principalmente por factores medioambientales del suelo,
considerando una compleja red de elementos (aplicacion de fertilizantes, las condiciones
climaticas, el tipo de cultivo) que intervienen en la conformacion de la estructura de la
comunidad edéfica (Pittol et al., 2018).

464 %)

B Etapalnicial
B Etapaincorporacion
m Etapa final

Figura 11 Distancia de Bray Curtis colapsando las muestras de los cuatro tratamientos de
acuerdo a la etapa de muestreo.

*Método estadistico: andlisis permutacional multivariado (PERMANOVA (<0,05)

realizando una correccion de tipo Benjamin-Hochberg.

Posteriormente, las secuencias de alta calidad de cada una de las etapas de muestreo
fueron asignadas taxonémicamente con la base de datos SILVA 128 y clasificadas a

diferentes niveles taxondmicos.
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Figura 12 Abundancias relativas a nivel de filum de los diferentes tratamientos de manejo
del tamo de arroz. Etapa inicial.
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Figura 13 Abundancias relativas a nivel de filum de los diferentes tratamientos de manejo

del tamo de arroz. Etapa de incorporacion
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Figura 14 Abundancias relativas a nivel de filum de los diferentes tratamientos de manejo
del tamo de arroz. Etapa floracion

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo. Se muestran las
abundancias relativas promedio de muestras en triplicado para cada tratamiento.
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Figura 15 Abundancias relativas a nivel de filum de los diferentes tratamientos de manejo
del tamo de arroz. Etapa final.

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo. Se muestran las
abundancias relativas promedio de muestras en triplicado para cada tratamiento.
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Se observé que de manera general, para todas las muestras predominaban los filums
Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria, Firmicutes y Planctomycetes
gue han sido encontrados como los de mayor frecuencia en otros estudios ecolégicos de
suelos de cultivo de arroz (Wu, Qin, Chen, Wu, & Wei, 2011) (Edwards et al., 2015)
(Maarastawi et al., 2018) (Pittol et al., 2018).

El filum predominante a lo largo de la cronosecuencia de los diferentes tratamientos fue
Proteobacteria, el cual contiene taxones previamente identificados como importantes
colonizadores de arrozales por la plasticidad que poseen para descomponer diversas
fuentes de materia organica, (Breidenbach & Conrad, 2015) (Wang et al., 2017) (Yi et al.,
2018). Para este filum se obtuvo una abundancia relativa promedio de 20,75% en la etapa
inicial, 20,02% en la etapa de incorporacién, 46,62% en la etapa de floraciéon y 21,55% en

la etapa final.

Para la etapa inicial de muestreo, las frecuencias relativas de los filums identificados son
semejantes entre tratamientos (Fig. 12). Dado que durante esta etapa no habia iniciado la
aplicacion de los manejos, podria considerarse una representacion de la comunidad
microbiana nativa con variaciones naturales entre muestras. Los filums encontrados en
esta etapa de muestreo fueron Proteobacteria (~20,74%), Acidobacteria (~15,76%),
Chloroflexi (~14,18%), Actinobacteria (~10,19%) y Firmicutes (~7,3%) representando

alrededor del 70% de las secuencias.
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Durante la segunda etapa de muestreo (incorporacion) los filums més abundantes fueron
los mismos encontrados en la primera etapa, con ligeros cambios en sus abundancias:
Proteobacteria (~20%), Acidobacteria (~15,5%), Chloroflexi (~15,05%), Firmicutes (~9,4%)
y Actinobacteria (9,02%) (Fig. 13). El filum Acidobacteria, asociado a ambientes con bajas
disponibilidades de sustrato (Bernard et al., 2007) (Naether et al., 2012), fue mas
abundante en los tratamientos de quema y cobertura sin in6culo. El filum Chloroflexi fue
ligeramente mas abundante en las muestras de los tratamientos de cobertura e
incorporacién inoculados con el consorcio, lo cual puede estar vinculado con los procesos
de degradacién potenciados por el consorcio microbiano, que promueven el crecimiento
de bacterias afiliadas al filum Chloroflexi y que podrian trabajar en conjunto como
degradadores primarios de los polisacaridos encontrados en el tamo de arroz (Ahn et al.,
2012).

Durante la etapa de floracion en la que fue muestreado suelo rizosférico, es evidente un
incremento en la frecuencia relativa del filum Proteobacteria en comparacion a las demas
etapas de muestreo, representando en promedio un 46,65% del total de secuencias
asignadas (Fig. 14). Lo anterior demuestra que las comunidades microbianas responden
al efecto rizosférico, el cual promueve una mayor tasa de crecimiento de los taxones dentro
del filum Proteobacteria debido a la habilidad que poseen para responder a fuentes labiles
de carbono provenientes de los exudados radiculares (microorganismos copiotrofos)
(Lagos et al., 2015). Asi mismo puede ser posible la dominacién de géneros asociados a
este filum debido a una mayor disponibilidad de oxigeno cerca de la raiz de la planta
(Lidemann, Arth, & Liesack, 2000). El tratamiento de incorporacién inoculado con el
consorcio fue el que presentd una mayor abundancia de Proteobacterias (COB+MO:
45,21%; INC+MO: 49,90%; QUEMA: 47,90%; COB: 43,48%), posiblemente por una mayor
disponibilidad de fuentes labiles de carbono. Los tratamientos de cobertura con y sin
in6culo (COB+MO y COB) tuvieron una mayor proporcion de los filums Acidobacteria y
Actinobacteria, caracterizados por su capacidad para degradar componentes recalcitrantes
de las plantas como la celulosa y lignina, respondiendo a un proceso de descomposicion

tardio del tamo dejado en cobertura en comparacion a los tratamientos que fueron
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incorporados al suelo (INC+MO y QUEMA) (Bernard et al., 2007) (Ward et al., 2009) (Zhan
et al., 2018).

Para la etapa final (Fig. 15), se observé que el filum Acidobacteria era mas abundante en
los tratamientos alternos a la quema, lo cual puede ser explicado por el aumento del pH
del suelo como consecuencia de la liberacién de calcio y magnesio a partir de las cenizas
provenientes de la quema del tamo, inhibiendo asi el crecimiento de microorganismos
acidofilos (Ogbodo, 2011). A nivel de orden, se siguié observando el patrén encontrado
para los Acidobacteriales, siendo mas abundantes en los tratamientos de cobertura con y
sin indculo y en el tratamiento de incorporacion inoculado. También se evidencio un ligero
incremento en la abundancia del orden Rhizobiales para el tratamiento de incorporacion

inoculado con el consorcio.

No hubo diferencias entre tratamientos al comparar las abundancias relativas a nivel de
filum por lo cual, usando la informacion taxonémica de las secuencias asignadas con la
base de datos SILVA 128, se realizaron dendogramas para estimar la similitud entre las
comunidades microbianas de los diferentes manejos del tamo de arroz. Basados en
agrupamientos jerarquicos utilizando la distancia de Bray Curtis, se denot6 para la etapa
inicial, una agrupacion de las parcelas asignadas al tratamiento 1 que corresponde a la
cobertura con tamo de arroz inoculado con el consorcio microbiano (Anexo D). Esta es una
variable no podia ser controlada dadas las condiciones del experimento y que hace parte
de la variacion innata del suelo (Adamchuk, Ferguson, & Hergert, 2010). Los resultados de
los dendogramas de las etapas de incorporacion y final no mostraron una agrupacion
consistente que respondiera a algun factor especifico (Anexo D), indicando que a nivel de
filum no se generan agrupaciones determinadas por los tratamientos cuando se compara
el pangenoma (todo el repertorio de genes/especies en un grupo de estudio) (Medini et al.,

2005). Unicamente para la etapa de floracion se pudo observar una clara distincion de los
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tratamientos de cobertura con y sin microorganismos (COB+MO y COB) de los de
incorporacién con inéculo y quema (INC+MO y QUEMA) (Fig 16).

Coberturainoculado
® Incorporadoinoculado

Quema [ T3P 4
m Cobertura

T4P1

T4P4

T4P2

Figura 16 Dendograma a nivel de filum de la etapa de floracién.

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento cobertura del terreno con tamo. Las letras P1-P3 representan

cada una de las parcelas del tratamiento muestreadas
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De lo anterior se deduce que el tratamiento del tamo aparentemente no ejerce un efecto
sobre la estructura de la comunidad microbiana del suelo de soporte antes ni durante el
ciclo de cultivo de arroz, pero si ejerce un efecto sobre el microbioma rizosférico en las
plantas de arroz. En este contexto, al evidenciase la agrupacién diferencial por una parte
para los tratamientos incorporados (INC+MO y QUEMA) y por otra parte para los
tratamientos de cobertura con y sin inoculo (COB+MO y COB), se puede llegar a concluir
gue cubrir el terreno con tamo de arroz proporciona condiciones particulares sobre las
propiedades fisicas y quimicas del suelo que afectan la comunidad microbiana de la
rizésfera, seguramente como consecuencia de una tasa de descomposicion diferente, ya
gue los tratamientos de incorporacion y quema fueron integrados previamente al suelo
(Ferreira & Martin-Didonet, 2012). La anterior explicacion es soportada en los resultados
de abundancias relativas de los filums Acidobacteria y Actinobacteria encontrados en esta
etapa de muestreo en los tratamientos de cobertura con y sin indculo (COB+MO y COB),
caracterizandose por la degradacion de matrices recalcitrantes como el tamo de arroz
(Bernard et al., 2007) (Zhan et al., 2018). Al igual que lo encontrado en los resultados de
riqueza de especies, el dendograma de la etapa de floraciébn hace notar que las
respuestas de la comunidad bacteriana son mas evidentes en el suelo rizosférico que en
el suelo de soporte, en este caso permitiendo observar un efecto de tratamiento, a pesar
de que la comunidad microbiana en esta zona es principalmente influenciada por los
exudados de la planta (Bulgarelli, et al,, 2013). En el caso anteriormente planteado, la
disponibilidad de compuestos facilmente asimilables provenientes de la rizodeposicién
puede estimular la degradacion del tamo de arroz que fue dejado en cobertura, mientras
gue probablemente el tamo de arroz incorporado desde el inicio puede encontrarse en una

instancia mas avanzada de descomposicion.

Efectos de los diferentes tratamientos de tamo sobre la comunidad bacteriana

asociada al ciclo del nitrégeno

A continuacion, se compararon las abundancias relativas entre tratamientos de las
principales familias de microorganismos relacionadas al ciclo del nitrégeno para cada una

de las etapas de muestreo.
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En la etapa inicial se obtuvieron las siguientes abundancias para las familias Bacillaceae
(COB+MO: 2,27%, INC+MO: 2,99%, QUEMA: 2,99%, 2,54%), Nitrospiraceae (COB+MO:
1,22%; INC+MO: 1,37%; QUEMA: 1,50%; COB: 1,65%), Bradyrhizobiaceae
(COB+MO:1,19%; INC+MO: 1,43%; QUEMA: 1,70%; COB: 1,32%) y Nitrosomonadaceae
(COB+MO: 0,94%; INC+MO: 1,15%; QUEMA: 1,32%; COB: 1,08%) (Fig. 17). Al igual que
los resultados de las abundancias relativas generales, descritas a nivel de filum en péarrafos
anteriores, las principales familias bacterianas relacionadas con el ciclo del nitrégeno para
la etapa inicial de muestreo tuvieron abundancias bastante homogéneas entre
tratamientos. Se denota una leve disminucion de las abundancias de las familias

representadas en el COB+MO.

Abundancias relativas de las principales familias
relacionadas con el ciclo del nitrogeno

10%
9%

8%

| I 1
1 1 1
1 1 1
: ! :
1 : 1
© | ! i
2 7% . 1 1 1
= [}
T 6% . .' i 1 [] N
© . : : | .
E 5% 1 1 ]
8 : ! |
e | : !
2 3% ! : i
| - !
2% : : — :
1 1 1
1% 1 1 I
1
o B | i 0B
o 19 o e o
E B E 2./E g B g/ B B 81 E g E 32
2 0: § 91 g Sixox 8 Ori oy g 0O
8] Q Qo o 5]
§ ¢°9 1§ &9 185 EC9 18 EC°9
1 1
1 1
ETAPA ! ETAPA : ETAPA : ETAPA
INICIAL | DEGRADACION | FLORACION i FINAL

Figura 17 Abundancias relativas de las principales familias bacterianas relacionadas con
el ciclo del nitr6geno

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
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del tamo. COB: Tratamiento cobertura del terreno con tamo. *Método estadistico: Kruskal

Walllis, con correccién de Bonferroni. p < 0,05.

Para la etapa de incorporacion, las abundancias de estas mismas familias fueron:
Bacillaceae (COB+MO: 3,25%; INC+MO: 4,22%; QUEMA: 3,89 y 4,08%),
Bradyrhizobiaceae (COB+MO: 1,81%; INC+MO: 2,62%; QUEMA: 1,20%; COB: 1,29%),
Nitrospiraceae (COB+MO: 1,83%; INC+MO: 1,45%; QUEMA: 1,40%; COB: 1,69%),
Nitrosomadaceae (COB+MO: 1,02%; INC+MO: 1,02%; QUEMA: 1,16%; COB: 0,94%)
(Fig.17), observando un aumento general de la familia Bacillaceae en todos los
tratamientos. Para el tratamiento de incorporacién inoculado (INC+MO) se observa un leve
incremento en la abundancia de la familia Bradyrhizobiaceae, la cual incluye géneros
reconocidos por participar en procesos de fijacion bioldgica del nitrégeno (Bradyrhizobium),
mineralizaciéon (Nitrobacter), reduccién de nitrato (Salinarimonas y Tardiphaga) vy
desnitrificacion (Bosea y Blastobacter) (Marcondes et al., 2014). Cabe mencionar que este
tratamiento tuvo mayores abundancias del filum Proteobacteria, lo cual pude ser
consecuencia de un mayor contenido de carbono que serviria como fuente energética para
los procesos de fijacién (Latt et al., 2018), ademas de haber otros compuestos

nitrogenados disponibles provenientes de la mineralizacion.

Para la etapa de floracién, se observé una disminucion significativa en las abundancias de
estas mismas familias (Fig. 17): Bradyrhizobiaceae (COB+MO: 1,15%; INC+MO: 1,17%;
QUEMA: 1,04%; COB: 1,34%), Bacillaceae (COB+MO: 0,64%; INC+MO: 0,44%: QUEMA:
0,53%: 0,62%), Nitrosomonadaceae (COB+MO: 0,44%; INC+MO: 0,18%; QUEMA: 0,28%;
COB: 0,32%) y Nitrospiraceae (COB+MO: 0,33%; INC+MO: 0,19%; QUEMA: 0,20%; COB:
0,32%). Estos resultados se pueden relacionar con la disponibilidad de carbono en la

rizésfera, lo cual genera un crecimiento mayor de otros taxones no relacionados con el
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ciclo del nitrégeno, como por ejemplo los pertenecientes a las familias Rhodocyclaceae (la
mas abundante en esta etapa) y Comamonadaceae, reconocidas por llevar a cabo
procesos de ciclaje del carbono y de participar activamente en la degradacion de
biopolimeros derivados de las plantas (Gardner et al., 2011) (Zhan et al., 2018). A pesar
de lo anterior, no se puede descartar la posibilidad de que miembros dentro de estas u
otras familias diferentes a las seleccionadas realicen procesos involucrados en la
transformacion del nitrégeno, por ejemplo algunas especies de la familia Rhodocyclaceae
son capaces de fijar nitrégeno bajo condiciones de microaerobiosis (Oren, 2014) y algunos
géneros de la familia Comamonadaceae (Comamonas, Aquabacterium, Caenimonas
presentes en las muestras del experimento), llevan a cabo procesos de fijacién, de
oxidacién de amonio, nitrificacion y desnitrifacion (Willems, 2014) pero en términos
genéricos estas familias no han sido referenciadas como representantes de procesos

dentro del ciclo del nitrégeno.

Para la etapa final de muestreo las familias seleccionadas tuvieron las siguientes
abundancias relativas (Fig. 17): Bacillaceae (COB+MO: 2,67 %; INC+MO: 2,33%; QUEMA:
2,57%; COB: 2,59%), Nitrospiraceae (COB+MO: 1,63%; INC+MO: 1,50%; 1,25%; 1,88%),
Bradyrhizobiaceae (COB+MO: 1,42%; INC+MO: 1,55%; QUEMA: 1,38%; 1,49%) y
Nitrosomonadaceae (COB+MO: 0,89%; INC+MO: 0,94%, QUEMA: 0,81%; COB: 0,93%).
Para esta etapa se observa que las abundancias relativas de las familias vinculadas al

ciclo del nitrégeno son mas homogéneas entre tratamientos.

Las 4 familias bacterianas seleccionadas, que han sido referenciadas en literatura con el
ciclo del nitrégeno, fueron muy consistentes entre las etapas inicial, incorporacion vy final,
las cuales pertenecian a suelo de soporte sin presentar diferencias significativas entre
tratamientos (p>0,05). La familia Bacillaceae, fue la que tuvo mayor abundancia durante
las tres etapas, contemplando géneros saproéfitos que realizan el ciclaje de materia
organica, asi como taxones que participan activamente en el ciclo del nitrdgeno

(mineralizacién, fijacién y desnitrificacién) en habitats naturales como el suelo (Mandic-
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Mulec, Stefanic, & van Elsas, 2015). Con el fin de identificar otras familias microbianas
gue pudieran generar cambios en la comunidad microbiana, se graficaron mapas de calor
usando las abundancias relativas de las familias compartidas entre los tratamientos
(coregenoma) y se realizaron agrupamientos jerarquicos basados en la distancia de
disimilaridad de Bray Curtis. Los mapas de calor de cada uno de los tiempos se muestran

a continuacion:
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Cob+mo Inc+mo Quema Cob

Figura 18 Mapa de calor. Etapa inicial

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo.
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Cob+mo Inc+mo Quema Cob

Figura 19 Mapa de calor. Etapa incorporacion

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo
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Cob+mo Inc+mo Quema Cob

Figura 20 Mapa de calor. Etapa de floracion

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo
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Cob+mo Inc+mo Quema Cob

Figura 21 Mapa de calor Etapa final

COB+MO: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO:
Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema
del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo.
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En la etapa inicial, el suelo seleccionado para el (COB+MO) fue separado de los
demas (Fig.18), corroborando la heterogeneidad de las condiciones que puede
tener el suelo por factores ambientales, por disturbios previos o caracteristicas
fisico-quimicas. Para el periodo de incorporacion se denota una clara agrupacion
de los tratamientos inoculados con microorganismos (COB+MO y INC+MO) de los
gue no (QUEMA y COB) (Fig. 19) suponiendo un efecto de la aplicacion del
consorcio microbiano sobre la estructura de la comunidad, en funcion de la
actividad degradativa que cumplen los microorganismos en los primeros dias de
tratamiento. El mapa de calor de la etapa de floracién fue consistente con el
resultado obtenido en los agrupamientos jerarquicos del dendograma
(pangenoma), separando los tratamientos incorporados (INC+MO y QUEMA) de
los de cobertura (COB+MO y COB) (Fig. 120). Teniendo en cuenta lo anterior, se
fortalece la idea anteriormente planteada de que cubrir el terreno con tamo de arroz
o incorporarlo genera un efecto diferencial sobre la composicion de la comunidad
de microorganismos en la rizésfera, presentandose tanto al analizar el pangenoma
como el coregenoma, a pesar de que variables como la fertilizacién, la lamina de
agua, los exudados radiculares y el cultivo pueden homogenizar las comunidades
bacterianas en este punto de muestreo (Zhan et al., 2018). Para la etapa final, se
agrupan en un solo clado los tratamientos alternos de manejo del tamo (COB+MO,
INC+MO y COB) y en otro clado se encuentra el tratamiento de quema (Fig. 21).
Este hallazgo puede indicar que el contenido de materia organica es un factor
determinante a mediano y posiblemente a largo plazo para la conformacion de la
comunidad edéfica microbiana, lo que a su vez puede resultar en el incremento de
carboén, la capacidad de retencion de agua y la estabilizacion del pH (Garcia-
Orenes et al., 2013). Adicionalmente se observa que los tratamientos inoculados
con el consorcio de degradacion se agrupan mas cercanamente en el mapa de
calor, de acuerdo a los taxones que comparten y sus abundancias, es decir que
ademas del efecto de la adicion de materia organica, la inoculacién con
microorganismos con potencial degradativo también influencia la composicion y
estructura de la comunidad bacteriana. Cabe resaltar que a pesar de ser la primera

aplicacién de los tratamientos, se observan agrupaciones que coinciden con lo
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descrito en estudios similares a largo plazo (COB+MO, INC+MO y COB) (Wu et al.,
2011).

Prediccién funcional de los microorganismos asociados al ciclo del nitrégeno

Se realizaron predicciones funcionales a partir de los datos taxonémicos obtenidos
del analisis del gen 16S rRNA utilizando la herramienta PICRUSt v 13.5. Los
resultados de las secuencias relacionadas con el metabolismo del nitrégeno se

muestran a continuacion:
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Figura 22 Prediccion del metabolismo del nitrégeno. Etapa inicial
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Figura 23 Prediccion metabolismo del nitrégeno. Etapa incorporacion

*Método estadistico: Kruskal-Wallis con correccion de tests mdultiples de Benjamini
Hochberg p<0,05.

Sin embargo, en ninguna de las etapas se encontraron diferencias estadisticas
entre tratamientos en términos de metabolismo del nitrogeno (Fig 22-25).

Evaluando los diferentes grupos ortélogos (KO) relacionados a funciones
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metabdlicas especificas de transformacion de nitrégeno tampoco se encontraron
diferencias (Anexo H).
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Figura 24 Prediccién metabolismo del nitrégeno. Etapa floracion

*Método estadistico: Kruskal-Wallis con correccion de tests mdultiples de Benjamini
Hochberg p<0,05.
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La precision de los resultados de esta herramienta fue estimada a través del indice
NSTI, obteniendo resultados bajos para todas las etapas (Resultados altos indican
menor precision al representar una mayor distancia filogenética entre el taxén

evaluado y el taxén de referencia) (Anexo I).
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Figura 25 Prediccion metabolismo del nitrégeno. Etapa final

*Método estadistico: Kruskal-Wallis con correccion de tests mdultiples de Benjamini
Hochberg p<0,05.
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Efectos de los diferentes tratamientos de tamo sobre la actividad de la comunidad

bacteriana asociada al ciclo del nitrégeno

Tres enzimas asociadas con el ciclo del nitrégeno, relacionadas directamente con la
disponibilidad de este nutriente en el suelo fueron determinadas con el fin de evaluar la
influencia que tienen diferentes manejos del tamo de arroz sobre la actividad metabdlica

microbiana vinculada a los procesos de fijacion, amonificacién y mineralizacion.

Para determinar la fijacion de nitrégeno se evalué el potencial de la enzima nitrogenasa a
través del ensayo de reduccién de acetileno. Los resultados muestran que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en ninguna de las etapas
muestreadas de acuerdo al test de Kruskal- Wallis (etapa inicial p= 0,56; etapa de
incorporacion p= 0,90; etapa de floracién p= 0,37; etapa final p= 0,59) (Fig. 30), infiriendo
gue los tratamientos de manejo del tamo de arroz no tienen gran influencia sobre el
proceso de fijacién de nitrégeno. A pesar de lo anterior, evaluando la actividad de la enzima
a través de las diferentes etapas de muestreo, se observa un patrén comun para todos los
tratamientos con un decrecimiento en las etapas de incorporacién y floracion y un leve
aumento hacia la etapa final del cultivo, a excepcion del tratamiento de cobertura inoculado
con microorganismos, el cual decrece progresivamente a través del tiempo, alcanzando la
actividad mas baja de potencial de fijacion en la etapa final de muestreo. Este
comportamiento de la enzima puede deberse a el alto costo energético que durante la
etapa de incorporacion no puede suplirse debido a que el proceso de degradacion del
material vegetal no ha sido suficiente para disponer de fuentes labiles de carbono
aprovechables como insumo energético. Este efecto ha sido descrito por Vanegas en
suelos de cultivo de arroz colombianos (Uribe Velez, 2012). Otro factor que puede influir
sobre la actividad de la enzima nitrogenasa para esta etapa es que el suelo fue arado, lo

gue genera una mayor aireacion, inhibiendo asi la actividad de la enzima.
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Los bajos niveles de potencial de fijacion de nitrégeno durante la etapa de floracion
responden a la regulacion de la actividad de la enzima a nivel transcripcional dada por las
altas concentraciones del amonio (Halbleib & Ludden, 2000). Al llegar a esta etapa se
habian aplicado todos los esquemas de fertilizacion, que incluian fertilizantes a base de
urea, los cuales que pueden suplir la demanda de nitrégeno para los microorganismos, asi
con nitrégeno disponible, las bacterias fijadoras inhiben la actividad de la enzima (Gordon
& Brill, 1974). Esta inhibicion ha sido comprobada previamente tanto en bacterias de vida
libre como en las asociadas simbi6ticamente con plantas (Laane, Krone, Konings, Haaker,
& Veeger, 1980). Asi mismo, Rao y colaboradores reportaron en experimentos de
laboratorio que la fijacion de nitrégeno fue suprimida casi en un 60% cuando se aplicaban
entre 100 y 150 kg/ha ! de N y era inhibida completamente cuando se aplicaban mas de
300 kg/ha * de N (Rao, 1976), corroborando que los bajos valores del potencial de la
enzima nitrogenasa durante la etapa de floracién son consecuencia de la aplicacion del N

inorganico del fertilizante a base de urea (229,1 kg/ha * de N para este experimento).

A pesar de no haber diferencias estadisticas entre los tratamientos durante la etapa de
floracion, se observa que la actividad de la enzima es similar entre los tratamientos de
cobertura con y sin inocular (COB+MO y COB) y entre los tratamientos de incorporacién
inoculado y quema (INC+MO y QUEMA), siendo consistente con lo hallado en los
agrupamientos del mapa de calor para esta misma etapa, haciendo posible una respuesta
metabdlica diferente en los microorganismos fijadores de nitrégeno en funcién del manejo

del tamo, que a largo plazo puede ser mas evidente.
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ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NITROGENASA
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Figura 26 Actividad de la enzima nitrogenasa para los tratamientos en cada una de las
etapas de muestreo

*Método estadistico: test de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni; valor de
significancia p<0,1

Para la etapa final, cuando el nitrdgeno inorganico proveniente de la fertilizacion ha sido
usado por las plantas y demas organismos edaficos y/o se ha perdido del sistema suelo
por procesos de lixiviacién y/o volatilizacion del amonio (Piotrowska-Diugosz & Wilczewski,
2014), se activa nuevamente la enzima para alcanzar los niveles de nitrdgeno necesarios,

lo cual podria explicar los resultados de la etapa final del cultivo donde la actividad de la
enzima tiende a incrementar.

Para la enzima proteasa se encuentran diferencias estadisticas entre los tratamientos

planteados en la etapa de degradacion, de acuedo al test de Kruskal-wallis con correccion
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de Bonferroni (p>0,1) (Fig. 31), en donde se diferencian los tratamientos que fueron
incorporados con el consorcio microbiano (COB+MO y INC+MO) del tratamiento de
cobertura sin inocular (COB). Lo anterior puede ser explicado por la presencia de la
bacteria Bacillus pumilus en el in6culo, seleccionada por su capacidad proteolitica para la
creacion del consorcio y caracterizada en otros estudios como una de las mayores
productoras de proteasas en suelos de cultivo de arroz (Watanabe & Hayano, 1993). Esto
tambien confirma que la actividad de la cepa bacteriana ejerce su funcién bajo condiciones
de campo, evidenciando la importancia del uso de este tipo de alternativas para degradar

materiales recalcitrantes.

Adicionalmente, al igual que la enzima nitrogensa se evidencia que la actividad de la
enzima proteasa tiene una dindmica a través del tiempo en respuesta a la etapa de
muestreo. En la etapa inicial se observan valores muy cercanos entre tratamientos,
reflejando una homogenidad en la actividad de la enzima en el terreno antes de
implementar los diferentes manejos del tamo de arroz a pesar de que los analisis
taxonédmicos mostraban que el terreno del tratamiento 1 era diferente de los demas;
durante la etapa de floracion, se encuentran los valores mas altos de la enzima proteasa
para todos los tratamientos, suponiendo una mayor actividad hidrolitica que puede
responder a una mayor disponibilidad de sustrato para la enzima, por una mayor
disponibilidad de nutrientes provenientes de la descomposicion del tamo de arroz. El
anterior planteamiento es apoyado en los resultados de la enzima para los tratamientos
alternos a la quema (COB+MO, INC+MO y COB), cuyos valores de actividad proteolitica
fueron mas altos, indicando una mayor disponibilidad de N organico proveniente de la
materia organica (Uribe Velez, 2012). Adicionalmente el aumento de la humedad en el
suelo puede potenciar la actividad proteolitica durante esta etapa del cultivo (Piotrowska-
Dtugosz & Wilczewski, 2014).

Durante la ultima etapa muestreada, los valores de la enzima disminuyen en todos los
tratamientos, dado probablemente por una disminucion en el contenido de fuentes

nitrogenadas posterior a la etapa de mayor actividad.
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ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PROTEASA
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Figura 27 Actividad de la enzima proteasa para los tratamientos en cada una de las etapas
de muestreo

*Método estadistico: test de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni; valor de
significancia p<0,1

Por su parte, la actividad de la enzima ureasa mostréo un patron parecido a la
actividad proteolitica (Fig. 32), para la etapa inicial se presentaron valores de
actividad muy cercanos entre las parcelas de los diferentes tratamientos sin
diferencias estadisticas entre ellos (p= 0,58); para la etapa de incorporacion se
encontraron diferencias estadisticas de acuerdo al test de Kruskal-Wallis (p= 0,05),
distinguiéndose el tratamiento de cobertura inoculado con el consorcio de
degradacion del tratamiento de cobertura sin inocular, lo cual evidencia el efecto
sinérgico de la cobertura del terreno con el tamo de arroz junto con la actividad

ejercida por el consorcio de degradacion sobre el material, que como consecuencia
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de una mayor tasa de descomposicion, permite una mayor disponibilidad de

fuentes organicas de amonio.

La actividad de la enzima ureasa discrepo entre tratamientos durante la etapa de
floracion, diferenciandose los tratamientos de incorporacion con microorganismos
(INC+MO) y guema (QUEMA) (valores mas altos) de los tratamientos de cobertura
con y sin inocular (COB+MO y COB) (p= 0,06). Llama la atencién que el patron
inverso fue encontrado en los resultados de la enzima nitrogenasa, donde los
tratamientos de cobertura (COB+MO y COB) se encontraban mas altos que los
tratamientos incorporados (INC+MO y QUEMA), confirmando que la disponibilidad
de nutrientes y/o los sustratos sobre los que actian son diferentes, siendo
consistente con lo hallado en los mapas de calor para esta etapa. Es decir que los
diferentes manejos de tamo de arroz generan cambios en la actividad metabdlica
asociada a la transformacion del nitrégeno a corto plazo, pudiendo modular también
la composicién y estructura de la comunidad microbiana. Hacia la etapa final, los
valores de la enzima tienden a disminuir siendo mas cercanos entre tratamientos,
sin presentar diferencias significativas (p= 0,38), siendo también consistente con la
homogeneidad encontrada en las abundancias de los diferentes taxones asi como

en los resultados del indice de diversidad beta.
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Figura 28 Actividad de la enzima ureasa para los tratamientos en cada una de las etapas

de muestreo.

*Método estadistico: test de Kruskal-Wallis con correccion de Bonferroni; valor de
significancia p<0,1

Se observa

gue la actividad de la enzima ureasa para los tratamientos INC+MO,

QUEMA y COB fue mayor durante la etapa de floracion, y disminuy6 para los
tratamientos COB+MO, INC+MO y QUEMA hacia el final del cultivo, considerando
adicionalmente que la etapa de crecimiento del cultivo puede influenciar la actividad

de la enzima. Este fendmeno ha sido observado tanto por Zeng et.al. (2005) como

por Hussain

et.al. (2012) en suelos de cultivo de arroz en condiciones de campo,

quienes vincularon la baja actividad enzimatica en los estados finales de desarrollo

del cultivo con una menor tasa de rizodeposicion, dado que las plantas liberan

menos componentes organicos al suelo cuando alcanzan su madurez, como
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resultado el metabolismo microbiano se ve afectado y disminuye (Zeng et al., 2005)
(Hussain et al., 2012)

De acuerdo a lo anterior, podemos concluir que el metabolismo de los
microorganismos asi como la composicion y estructura de las comunidades
edaficas son influenciados por las plantas de acuerdo a sus requerimientos
nutricionales -en funcion de su estado fenolégico- a través de la liberacion de
exudados radiculares, que potencian la respuesta y colonizacion de géneros
especificos de microorganismos (Fierer, 2017) (Schloter et al., 2018). Previamente
se ha demostrado que el incremento en la exudacion de la raiz de plantas de arroz,
alcanza un maximo en estado reproductivo (floracion) y decrece hacia la etapa final
donde la planta alcanza la madurez (Watanabe, et al., 2004) (Pittol et al., 2018),
por lo anterior el patron comun encontrado en las actividades enzimaticas
corresponde a un efecto del aumento y posterior disminucion de los exudados
radiculares que pueden ejercer influencia sobre el suelo de soporte muestreado,
debido a la extensa y compleja red radicular particular del cultivo. Lo anterior
concuerda con el incremento de los conteos de microorganismos y ASVs
encontrados en el suelo rizosférico en comparacion con los encontrados en

muestras de suelo de soporte.

También se evidencia que el metabolismo microbiano es afectado por los diferentes
manejos del tamo de arroz en respuesta a la disponibilidad de sustratos
provenientes de la descomposicion del tamo de arroz. Las enzimas decrecen a
medida que disminuye la disponibilidad del sustrato sobre el cual actian, pudiendo
ser otro factor influyente sobre el comportamiento decreciente de la proteasa y la

ureasa hacia el punto final de muestreo.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

1.

La diversidad alfa y beta de la comunidad bacteriana no fue afectada por los
tratamientos de manejo del tamo planteados. Sin embargo, se determiné que la
aplicacion del consorcio microbiano si tiene un efecto sobre la estructura de la

comunidad microbiana durante la fase de la degradacion del tamo de arroz.

El manejo del tamo tiene un efecto sobre la estructura de la comunidad microbiana

del suelo rizosférico al momento de la floracion.

El manejo del tamo de arroz en cobertura induce un efecto de reclutamiento de una

comunidad microbiana diferente en el microbioma rizosferico de la planta.

La aplicacion de tamo de arroz inoculado con el consorcio microbiano incrementa
la actividad proteolitica en etapas tempranas de descomposicién. En cuanto a la
actividad ureolitica, esta es mayor cuando se cubre el terreno con tamo de arroz

inoculado, sugiriendo un proceso de mineralizacion mas eficiente.

Los mapas de calor construidos con base en las abundancias de los taxones
compartidos, permitieron identificar un efecto trascendental sobre la estructura de
la comunidad microbiana dado por el retorno de tamo de arroz al suelo en etapas
finales del ciclo de cultivo distinguiéndose completamente de la comunidad

microbiana del tratamiento de quema.

4.2 Recomendaciones
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Se recomienda considerar la incorporacion o la cobertura del terreno con tamo de
arroz inoculado como opciones sustentables de manejo en campo que contribuyen
benéficamente al mantenimiento de la fertilidad del suelo por el retorno de

nutrientes a través de procesos de mineralizacion.

Con los hallazgos encontrados, se recomienda evaluar la aplicacién de estos

tratamientos en mas de un ciclo de cultivo.

Evaluar otras herramientas de prediccion funcional que sean mas aplicables a

secuencias provenientes de suelo.

Realizar determinaciones de atributos del suelo como carbono labil, materia
organica disuelta, fésforo disponible (entre otros) que pueden estar variando en

funcién de diferentes manejos del tamo de arroz.



A. Anexo: Graficas de rarefaccion de
las etapas de muestreo

700 5

600 < e

v

a as0

<
300 4
250 <
200 Cob + mo
150 Inc + mo
100 I Quema
%- B Cob

T T T T T T T 1
5000 0 S000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

Profundidad de secuenciacion

Gréfica suplementaria. Gréfica de rarefaccién etapa inicial. COB+MO: Tratamiento de
cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO: Tratamiento de incorporacion del tamo
de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema del tamo. COB: Tratamiento de

cobertura del terreno con tamo.
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cobertura del terreno con tamo.
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B.

indices de diversidad

ANEXO: Tablas de resultados

ETAPA DE INCORPORACION

RIQUEZA ESPECIFICA

ETAPA INICIAL
RIQUEZA ESPECIFICA

Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg

QUEMA | INC+MO |0.428| 0,512 0,512

COB |0.428| 0,512 0,512

COB+MO |3.857| 0,049 0,099

INC+MO | COB |0.428| 0,512 0,512

COB+MO | 3857 | 0,049 0,099

COB |COB+MO |3.857| 0,049 0,099
ETAPA DE FLORACION
RIQUEZA ESPECIFICA

QUEMA | INC+MO |0.428| 0,512 0,512

COB |3.857| 0,049 0,099

COB+MO | 2333| 0,126 0,189

INC+MO | COB [3.857| 0,049 0,099

COB+MO |0.428| 0,512 0,512

COB |COB+MO|3857| 0,049 0,099

Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO (2.333 0,126 0,379
COB 0.047 0,827 0,827
COB+MO (3.857 0,049 0,297
INC+MO CcoB 1190 0,275 0,412
COB+M0|0.428| 0,512 0,615
coB COB+MO (1.190 0,275 0,412
ETAPA FINAL

RIQUEZA ESPECIFICA
QUEMA | INC+MO (0.428 0,512 0,769
CcOoB 2.333 0,126 0,368
COB+MO (0.047 0,827 0,827
INC+MO COB |2.333| 0,126 0,368
COB+M0|0.047| 0,827 0,827
(6[0]) COB+MO | 1764 0,184 0,368

Resultados de comparacion de diversidad alfa entre tratamientos en cada una de las
etapas de muestreo utilizando la riqueza especifica basada en los ASVs encontrados.
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ETAPA INICIAL ETAPA DE INCORPORACION

INDICE DE SHANNON NDICE DE SHANNON
Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO [1.190( 0,275 0,4128 QUEMA | INC+MO |3.857| 0,049 0,148
CcOB |0.047| 0,827 0,827 COB |0.047| 0,827 0,827
COB+MO |3.857| 0,0495 0,099 COB+MO (3.857| 0,049 0,148
INC+MO COB ]0.428| 0,512 0,615 INC+MO COB |0.428| 0,512 0,769
COB+MO |3.857| 0,049 0,099 COB+MO [0.047| 0,827 0,827
COB COB+MO |3.857| 0,049 0,099 COB COB+MO [0.428| 0,512 0,769

ETAPA DE FLORACION ETAPA FINAL

INDICE DE SHANNON INDICE DE SHANNON
Grupo 1 | Grupo 2 H |[Valordep |Valorg Grupo 1 | Grupo 2 H |[Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO (0.428| 0,512 0,512 QUEMA | INC+MO |0.428( 0,512 0,615
COB [3.857| 0,049 0,074 COB |2.333( 0,126 0,253
COB+MO | 3857 0,049 0,074 COB+MO (0.047| 0,827 0,827
INC+MO COB 3857 0,049 0,074 INC+MO COB 2333 0,126 0,253
COB+MO |3.857| 0,049 0,074 COB+MO [0.428| 0,512 0,615
coB COB+MO | 1190 0,275 0,33 COB COB+MO | 2333 0,126 0,253

Resultados de comparacion de diversidad alfa entre tratamientos

etapas de muestreo utilizando el indice de Shannon.

en cada una de las
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arroz con diferentes manejos del tamo

ETAPA DE INCORPORACION

iINDICE DE EQUITABILIDAD (PIELOU)

ETAPA INICIAL

NDICE DE EQUITABILIDAD (PIELOU)
Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO (0.047| 0,827 0,827
COoB |0.428| 0,512 0,615
COB+MO0O|1.190| 0,275 0,412
INC+MO COB |1.190| 0,275 0,412
COB+MO0 |3.857| 0,049 0,297
coB COB+M0O|2.333| 0,126 0,379

ETAPA DE FLORACION

INDICE DE EQUITABILIDAD (PIELOU)

Grupol | Grupo2 | H |Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO |0.428| 0,512 0,615
COB [2.333| 0,126 0,253
COB+MO|1.190| 0,275 0,412

INC+MO COB [3.857| 0,049 0,148
COB+MO |3.857| 0,049 0,148

COB | COB+MO|0.047| 0,827 0,827

Grupo 1 | Grupo 2 H |Valordep |Valorg
QUEMA | INC+MO (3.857| 0,049 0,148
COB [3.857| 0,049 0,148
COB+MO0 |0.428| 0,512 0,512
INC+MO COB |1.190| 0,275 0,412
COB+MO0|1.190| 0,275 0,412
COB |COB+MO|(0.428| 0,512 0,512
ETAPA FINAL

iNDICE DE EQUITABILIDAD (PIELOU)
Grupol | Grupo2 | H |Valordep |Valorgqg
QUEMA | INC+MO (0.047| 0,827 0,827
COB |3.857| 0,049 0,297
COB+MO0 |0.428| 0,512 0,769
INC+MO COB |0.428| 0,512 0,769
COB+MO0 |0.047| 0,827 0,827
COB |COB+MO|(0.428| 0,512 0,769

Resultados de comparacion de diversidad alfa entre tratamientos en cada una de las
etapas de muestreo utilizando el indice de Equitabilidad de Pielou.
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C.

ANEXO: Tablas de resultados
diversidad beta-Bray Curtis

ETAPA INICIAL ETAPA DE INCORPORACION

DISTANCIA DE BRAY-CURTIS DISTANCIA DE BRAY-CURTIS
Grupo 1| Grupo 2 |Permutaciones |Pseudo-F|Valorde p |Valorg Grupo 1| Grupo 2 |Permutaciones |Pseudo-F|Valor de p |Valorg
QUEMA | INC+MO 999 0.894 0,599 0,599 QUEMA | INCHWMO 999 1.098 0,294 0,394
COB 999 1.120 0,313 0,375 CoB 999 1.088 0,29 0,394
COB+MO 999 1.728 0,104 0,156 COB+MO 999 1.32 0,117 0,394
INC+MO COB 999 1.229 0,091 0,156 INC+MO COB 999 1.037 0,394 0,394
COB+MO 999 1.818 0,103 0,156 COB+MO 999 1.009 0,394 0,394
COB COB+MO 999 1.757 0,096 0,156 COB | COB+MO 999 1.049 0,297 0,394

ETAPA DE FLORACION ETAPA FINAL

DISTANCIA DE BRAY-CURTIS DISTANCIA DE BRAY-CURTIS
Grupo 1| Grupo 2 |Permutaciones |Pseudo-F|Valorde p |Valorg Grupo 1| Grupo 2 |Permutaciones |Pseudo-F|Valor de p |Valorg
QUEMA | INC+MO 999 1.016 0,303 0,487 QUEMA | INCHWMO 999 0.950 0,676 0,734
COB 999 1.145 0,325 0,487 COB 999 0.102 0,096 0,576
COB+MO 999 1.015 05 0,6 COB+MO 999 0.940 0,5 0,734
INC+MO COB 999 1.425 0,104 0,487 INC+MO COB 999 1.093 0,319 0,734
COB+MO 999 1.225 0,194 0,487 COB+MO 999 0.974 0,734 0,734
COB COB+MO 999 0.869 0,882 0,882 COB | COB+MO 999 1.039 0,525 0,734

Resultados de comparacion de diversidad beta entre tratamientos en cada una de las
etapas de muestreo utilizando la distancia de Bray Curtis.
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D. ANEXO: Dendogramas

Inc +mo

Inc +mo

—— Cob

——— Quema

—— Cob

Cob

— Quema

— Quema

Inc +mo

Cob +mo

Cob +mo

Cob +mo

0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Dendograma a nivel de Filum de la Etapa Inicial. COB+MO: Tratamiento de cobertura del
terreno con tamo inoculado. INC+MO: Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz
inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del
terreno con tamo. Las letras P1-P4 representan cada una de las parcelas del tratamiento

muestreadas
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Inc +mo

Cob +mo

Quema

Quema

Quema

Cob

Cob

Cob

Inc +mo

Cob +mo

Inc +mo

Cob +mo

0.15 0.10 0.05 0.00

Dendograma a nivel de Filum de la Etapa de incorporacion. COB+MO: Tratamiento de
cobertura del terreno con tamo inoculado. INC+MO: Tratamiento de incorporacion del tamo
de arroz inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema del tamo. COB: Tratamiento de
cobertura del terreno con tamo. Las letras P1-P4 representan cada una de las parcelas del

tratamiento muestreada.
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Quema

Inc +mo

Inc +mo

Cob

Cob

— Cob +mo

__ Cob +mo

Quema

Quema

Cob +mo

Cob

Inc +mo

| T T T T 1
1.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Dendograma a nivel de Filum de la Etapa final. COB+MO: Tratamiento de cobertura del
terreno con tamo inoculado. INC+MO: Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz
inoculado. QUEMA: Tratamiento de quema del tamo. COB: Tratamiento de cobertura del
terreno con tamo. Las letras P1-P4 representan cada una de las parcelas del tratamiento

muestreadas.
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E. Curva de calibracion
concentracion de etileno

CURVA DE ETILENO

120.000.000
.
100.000.000 P
£ 80.000.000 _—*
o 60.000.000 )
3 .
o [
& 40.000.000
o y = 4E+11x- 26406
_— R?=0,9945
20.000.000 =
e
0
0,00E+00 5,00€-05 1,006-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50€-04 3,006-04 3,50€-04

mol/L de etileno

Regresion lineal de la concentracion de moles de etileno/litro correspondiente al area bajo
la curva para determinar el potencial de fijacion bioldgica de nitrégeno.
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F. Curva de calibracion enzima
proteasa

1,20
1,00
0,80

0,60

Absorbancia

0,40

0,20

0,00 & ]

Curva actividad Proteasa

R2 = OJ 80 2JC

pg de Tirosina/ml

Curva de calibracién de Tirosina para determinar la actividad de la enzima proteasa
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G. Curvade calibraciéon enzima
ureasa

Curva de calibracion amonio

Absorbancia
(=]
ey
=
[ ]

0,10 y =0,273x-0,0004
' R?=0,9999

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

ug de amonio/ ml

Curva de calibracién de amonio para determinar la actividad de la enzima ureasa.

H. Grupos ortologos de genes
analizados con PICRUSt
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11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to ammonia K00363
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Hydroxylamine reduction K05601
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Hydroxylamine reduction K15864
11_Nitrogen cycle Nitrogen Fixation K02588
11_Nitrogen cycle Nitrogen Fixation K02591
11 Nitrogen cycle Nitrogen Fixation K02586
11_Nitrogen cycle Nitrogen Fixation K00531
11_Nitrogen cycle Nitrogen Fixation K02595
11 Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00260
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00261
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00262
11 Nitrogen cycle Ammonia assimilation K01915
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K15371
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00265
11 Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00266
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00264
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K05597
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K01425
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K05597
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K01953
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation K00284
11_Nitrogen cycle Ammonia assimilation KO0264
11_Nitrogen cycle Nitrification (aerobic ammonia oxydation, bacterial and archea Ammonia to hydroxylamine K10944
11_Nitrogen cycle Nitrification (aerobic ammonia oxydation, bacterial and archea Ammonia to hydroxylamine K10945
11_Nitrogen cycle Nitrification (aerobic ammonia oxydation, bacterial and archea Ammonia to hydroxylamine K10946
11_Nitrogen cycle Nitrification (aerobic ammonia oxydation, bacterial and archea Hydroxylamine to nitrite K10535
11_Nitrogen cycle Nitrification Nitrite to nitrate K15905
11 Nitrogen cycle Nitrification Nitrite to nitrate K15906
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite | K00370 _I
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K00371
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K00372
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to nitrite K10534
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to nitrite K00360
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to nitrite K15875
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K08345
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K00373
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K00374
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K08345
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K08346
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K08347
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K08361
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K00372
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K02567
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K02568
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K15878
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrate to nitrite K15879
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrite to nitrite oxide K00368
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrite to nitrite oxide K15864
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrite oxide to nitrous oxide  K04561
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrite oxide to nitrous oxide  K02305
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Denitrification Nitrous oxide to nitrogen K00376
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Dissimilatory nitrate reductior Nitrate to ammonia K03385
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Dissimilatory nitrate reductior Nitrate to ammonia K04013
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Dissimilatory nitrate reductior Nitrate to ammonia K04014
11 Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Dissimilatory nitrate reductior Nitrate to ammonia K04015
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to ammonia K00362
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to ammonia K00366
11_Nitrogen cycle Nitrogenated compounds Reduction Assimilatory nitrate reduction Nitrate to ammonia K00363

Grupos ortologos de genes vinculados con sub procesos del ciclo del nitrégeno.
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|. Resultados precision de las
predicciones de la herramienta

#Sample
T1P1_TO
T1P2_TO
T1P3_TO
T2P1_TO
T2P2_TO
T2P4_TO
T3P1_TO
T3P3_TO
T3P4_T0
T4P1_TO
T4P2_TO
T4P4_TO

#Sample
T1P1_T2
T1P2_T2
T1P3_T2
T2P1 T2
T2P2_T2
T2P4 T2
T3P1 T2
T3P3_T2
T3P4_T2
T4P1_T2
T4P2_T2
T4P4 T2

PICRUSt

NSTI ETAPA INICIAL

Metric

Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI

Value
0.18686058396897887
0.1934618533359158
0.19431629982844326
0.18742020816981028
0.19233589033372597
0.19193496248021547
0.19328855574372417
0.18737940424381716
0.19167833297256429
0.1926716724282457
0.1852957907401333
0.18512864006174384

NSTI ETAPA FLORACION

Metric

Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI

Value
0.12357947179026342
0.11430069953618165
0.12402481600475944
0.09533343779118429
0.1060777650304237
0.10750537524327464
0.11038220779177386
0.10960376461940703
0.11831827513117267
0.13689504933172178
0.12265127741007498
0.11932886402624077

#Sample
T1P1_T1
T1P2 T1
T1P3 T1
T2P1 T1
T2P2_T1
T2P4 T1
T3P1_T1
T3P3_T1
T3P4 T1
T4P1 T1
T4P2_T1
T4P4 T1

#Sample
T1P1_T3
T1P2 T3
T1P3_T3
T2P1_T3
T2P2_T3
T2P4 T3
T3P1 T3
T3P3_T3
T3P4 T3
T4P1 T3
T4P2_T3
T4P4_T3

Metric

Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI

NSTI ETAPA INCORPORACION

Value
0.1917331239184284
0.19769268342786894
0.20093729885744854
0.19359450410217785
0.19273809093002478
0.1885792499385644
0.1982202201951523
0.19328811977428292
0.1954898744925123
0.19627945922533235
0.19585817769497205
0.19884919175754992

NSTI ETAPA FINAL

Metric

Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI
Weighted NSTI

Value
0.16956885192524382
0.17860841935496122
0.17896384206626517
0.17144294868254908
0.16844027104755285
0.1732235194655961
0.1773873312922953
0.164783395620508
0.17311313171730283
0.17120817553098358
0.17162458495232688
0.1735801898969678

* T1: Tratamiento de cobertura del terreno con tamo de arroz inoculado con el consorcio
de degradacion, T2: Tratamiento de incorporacion del tamo de arroz inoculado con el
consorcio de degradacion, T3: Tratamiento de quema y T4: Tratamiento de cobertura con
tamo de arroz. Las letras P1-P4 representan cada una de las parcelas del tratamiento.
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