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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Determinacion del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructuray
funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

Los residuos agricolas son precursores de la materia organica del suelo. Su
descomposicién en campo permite el ingreso de carbono y otros nutrientes al sistema, sin
embargo, también puede favorecer la proliferacién de patdégenos. Entre las alternativas al
manejo de los residuos se encuentran la quema, y su incorporacion al suelo. Sin embargo,
el impacto de las consecuencias de estas estrategias sobre la comunidad microbiana y su
potencial funcional, es limitado. En este estudio se buscd determinar el efecto de la
aplicacion de cuatro estrategias de manejo de residuos sobre la estructura y funcién de
las comunidades microbianas asociadas a los ciclos biogeoquimicos de carbono,
nitrogeno y fésforo. Se implementé un ensayo en campo con un disefio de bloques
incompletos al azar, haciendo toma de muestras de suelo en cuatro tiempos, durante un
ciclo de cultivo, incluso desde la preparacion del terreno previo a la siembra. Se caracteriz
el suelo mediante analisis fisico-quimicos y enzimaticos, se describieron las comunidades
microbianas usando secuenciacion NGS, y se determinaron parametros biol6gicos
(productividad y el estado fitosanitario) del cultivo de arroz. Se identific6 un efecto del
manejo del tamo del arroz y el tiempo de muestreo sobre la estructura y funcion de la
comunidad microbiana especialmente en los tiempos de degradacién y floracion. Este
estudio evidenci6é que las estrategias del uso del tamo ya sea en cobertura o incorporado
con o sin la ayuda de microorganismos, son una opcion adecuada para la disposicion final

del tamo de arroz.

Palabras clave: residuos agricolas, degradacion, enzimas, microorganismos, NGS,

ciclos biogeoquimicos, tamo de arroz.
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Abstract

Determination of the effect of rice straw management on the structure and function

of the microbial community in rice crop soils

Agricultural residues are precursors of soil organic matter. Its decomposition in the field
allows the entry of carbon and other nutrients into the system; however, it can also favor
the proliferation of pathogens. Among the alternatives to waste management are, burning
and, its incorporation into the soil. However, the impact of the consequences of these
strategies on the microbial community and their functional potential is limited. This study
sought to determine the effect of the application of four rice straw management strategies
on the structure and function of the microbial communities associated with the
biogeochemical cycles of carbon, nitrogen, and phosphorus. A field trial was implemented
with a random incomplete block design, taking soil samples four times, during a cultivation
cycle, even from the preparation of the land prior to sowing. The soil was characterized by
physicochemical and enzymatic analyzes, the microbial communities were described using
NGS sequencing. Also, biological parameters (productivity and phytosanitary status) of the
rice crop were determined. An effect of rice straw management and sampling time on the
structure and function of the microbial community was identified, especially in degradation
and flowering times. This study showed that the strategies of using the straw, either in
mulch or incorporated in the soil with or without microorganisms, are an adequate option

for the final disposal of the rice straw.

Keywords: agricultural residues, degradation, enzymes, microorganisms, NGS,

biogeochemical cycles, rice straw
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Introduccioén

El suelo es uno de los habitats mas diversos (Young and Crawford, 2004), donde los
microorganismos del suelo desempefian un papel fundamental en los diferentes

ecosistemas relacionados con el ciclaje de nutrientes (Imchen et al., 2019).

Los residuos agricolas se generan al momento de la cosecha y pueden alcanzar 1.5 veces
la produccion en términos de biomasa cosechada (Gupta et al., 2004), lo que los convierte
en un reto para el productor que debe deshacerse de ellos para comenzar el siguiente ciclo
de cultivo. La primera opcion y la mas rapida es la guema (Bhattacharyya & Barman, 2018;
Yadvinder-Singh et al., 2005). Sin embargo, es la de mayor riesgo debido a los efectos
secundarios que trae consigo como la generacién de gases efecto invernadero (Abril et al.,
2009; Gadde et al., 2009; Gupta et al., 2004; NAAS, 2017; Tipayarom & Oanh, 2007),
dafios en la salud por la inhalacién de particulas (Gadde et al., 2009) y pérdida de los

nutrientes almacenados en los residuos (Gupta et al., 2004).

Entre las alternativas a este manejo se encuentran su incorporacién inmediata al suelo o
dejarlo como cobertura sobre el terreno, permitiendo su degradacién hasta el momento de
la preparacion del terreno donde seran incorporados para dar inicio al siguiente ciclo de
cultivo. Ambas opciones pueden ir acompafiadas o no de aplicaciéon de indculos

microbianos que aceleren el proceso de degradaciéon (Goyal & Sindhu, 2011).

Estos residuos son precursores de la materia organica del suelo. Su descomposicion en
campo permite el ingreso de carbono y otros nutrientes al suelo y es llevada a cabo de
manera sinérgica por los microorganismos presentes en el suelo, en los residuos o los
micoorganismos aplicados como indculos o la mezcla de todos ellos (Kuramae et al.,
2013). Estos micoorganismos conformados por bacterias y hongos (Murase y col., 2012;
Weber et al., 2001), se encargan de la degradacién de la materia organica mediante la
produccion de enzimas capaces de descomponer fuentes de carbono, tanto labiles como

recalcitrantes (Bowles et al., 2014). La produccién de estas y otras enzimas son vitales en
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las rutas metabdlicas de los ciclos biogeoquimicos de los principales macronutrientes
fundamentales para el desarrollo de las plantas. La introduccion de estos residuos
vegetales, asi como de los microorganismos que ayudan en su degradacion, pueden
desencadenar cambios que afecten las comunidades microbianas presentes en el suelo y
quiza en la produccion del cultivo. De esta manera se hace necesario entender el efecto
de la aplicacion de las estrategias de manejo de residuos de cosecha sobre la estructura
y funcién de las comunidades microbianas, asi como sobre la produccion y estatus
fitosanitario del cultivo, uno de los factores mas limitantes para la implementacion de este

tipo de estrategias por parte del agricultor.

En este contexto, este estudio buscd determinar el efecto de la aplicaciébn de cuatro
estrategias de manejo de residuos de cultivo de arroz (tamo de arroz) sobre la estructura
y funcion de las comunidades microbianas asociadas a los ciclos biogeoquimicos de
carbono, nitrégeno y fésforo. De igual forma se determiné su efecto sobre la productividad

y el estado fitosanitario de un cultivo de arroz.

En esta tesis, se responderan las preguntas mencionadas, mediante la implementacion de
un ensayo en campo con un disefio de bloques incompletos al azar, en la cual se tomaron
muestras de suelo de soporte y rizosférico, en cuatro tiempos: inicial, degradacion,
floracién y final, siendo los dos primeros tiempos de muestreo, tomados antes de iniciar la
preparacion del terreno y antes de la siembra del ciclo de cultivo bajo andlisis. Se realizaron
andlisis del suelo en términos de sus atributos fisicoquimicos, enzimaticos y la estructura
de la comunidad microbiana a través de la secuenciacion de préxima generacion
(metataxonémica y metagendémica) con el fin de identificar los perfiles taxonémicos y
funcionales de la comunidad microbiana. Asi mismo estos analisis se compararon con la
produccién y el estatus fitosanitario del cultivo, que son dos variables de gran importancia

para el agricultor.

En las siguientes paginas se revisara a través de cinco capitulos los temas mencionados
inicialmente, seguido por las preguntas de investigacion, objetivos e hipoétesis (capitulo 1),
la metodologia empleada en este trabajo (capitulo 2), los resultados obtenidos (capitulo 3),
la discusién de los resultados (capitulo 4) y finalmente, presentaremos las conclusiones y

recomendaciones (capitulo 5).



1.Marco teodrico

1.1 Cultivo de arroz y su residuo de cosecha

1.1.1 Produccién del cultivo de arroz

El arroz (Oryza sativa L.) es el tercer cereal mas producido en el mundo después del maiz
y el trigo (FAOSTAT, 2020), y un alimento basico para mas de la mitad de la poblacion
mundial (Eyre et al., 2019; Pittol et al.,, 2018; Spence et al.,, 2014). Constituye el
agroecosistema inundado de origen antropogénico mas grande del planeta. Cerca del 50%
del area de arroz sembrada a nivel global corresponde a areas intensamente irrigadas (Ito
et al., 1999), situacién que se presenta igualmente en Colombia, donde el 55% de la
produccién del cultivo de arroz se realiza bajo sistemas de inundacion por riego (Fedearroz,
2020).

Para el afio 2019 la produccién mundial fue de ~755 millones de toneladas, en un area
cosechada de ~162 millones de ha. Dicha produccion se encuentra liderada por paises
como China, India, Indonesia, y Vietnam (FAOSTAT, 2020). Colombia es el cuarto
productor de las américas y ocupa el tercer lugar en Latinoamérica por debajo de Brasil y
Pert (FAOSTAT, 2020).

En nuestro pais el arroz ocupa el tercer lugar en producto nacional en términos de
produccion (Agronet, 2019). Para el afio 2019 la produccién fue de ~2.5 millones de
toneladas en un area sembrada de 539.553 ha (Fedearroz, 2020). El 77% de la oferta de
arroz, se obtuvo de las zonas llanos (43.61%) y centro (34.13%), siendo los departamentos
de Tolima, Huila, Casanare y Meta los que lideran la produccion (Fedearroz, 2020). Los
costos de producir arroz en Colombia para el 2019 fueron de 6.3 millones de pesos por
hectarea, donde el valor mas alto (1.2 millones de pesos), corresponde al rubro de
fertilizantes lo que representa el 19.3% del costo total de la produccién, seguido del rubro

de arriendo de lotes para la siembra (17.7%) (Fedearroz, 2020).
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1.1.2 Residuos de cosecha del cultivo de arroz (tamo de arroz)

Al finalizar el ciclo de cultivo en la produccién de arroz, se genera un residuo conocido
como tamo de arroz (TA), conformado por la parte no productiva de la planta como hojas,
tallos, paniculas vacias e incluso raices (Knoblauch et al., 2014). La biomasa total y
composicion del TA dependeré de factores como la variedad, el manejo de nutrientes y el
clima, entre otros (Van Hung et al., 2020).

Sin embargo, independientemente del sistema de fertilizacion empleado al momento de la
cosecha se generan en promedio entre 1.0 a 1.5 toneladas de TA (Gupta et al., 2004). Los
cereales generan dos terceras partes de la produccion total de residuos de cosecha a nivel
mundial (Bhattacharyya & Barman, 2018), donde la produccion anual de TA alcanza mas
de 1.500 millones de toneladas a nivel mundial (Van Hung et al., 2020).

Las propiedades fisicas del TA incluyen, capacidad calorifica, conductividad térmica y
densidad, siendo esta la mas importante debido a que representa el volumen que debera
ser reducido para una adecuada manipulacién y disposicién final en el suelo (Van Hung et
al., 2020). Por su parte, la composicion quimica del TA revela estructuras como la celulosa,
hemicelulosa, lignina, lipidos, proteinas, azlcares simples, almidones, agua, entre otros
(Jenkins M. et al., 1998), elevando su importancia como fuente de energia renovable para

ser aplicada como enmienda del suelo (Bhattacharyya & Barman, 2018).

1.1.3 Estrategia tradicional de manejo del tamo de arroz

En paises tropicales la intensificacion en los sistemas de cultivo de arroz, ha llevado a la
implementacion de variedades de ciclo corto con escaso tiempo de descanso entre los
ciclos de cultivo, implementando de 2 a 2.5 y hasta tres ciclos por afio (Lin & Fukushima,
2016; Quevedo Amaya et al., 2019). Esto convierte al TA en un gran reto para el productor,
debido a que su recoleccion manual deriva en altos costos. La eleccidn més rapida para
eliminar el TA y preparar el campo para el siguiente ciclo de cultivo es entonces la quema
(Bhattacharyya & Barman, 2018; Yadvinder-Singh et al., 2005)

Adicionalmente, el TA es considerado una fuente primaria de fitopatégenos (Takeuchi,
1987), por lo que se cree que la quema contribuye a la eliminacion de patégenos. Sin
embargo, el éxito de la quema en destruir el in6culo dependera de la intensidad de la

guema, influenciada a su vez por la cantidad de material a quemar, el contenido de
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humedad, la calidad de los residuos, la velocidad del viento, la duracion y temperatura
durante la misma (Takeuchi, 1987).

La quema a campo abierto es un proceso de combustion incompleta debido a que la tasa
de quema es mucho mas alta que la entrada de oxigeno a la reaccion (Bhattacharyya &
Barman, 2018; Gadde et al., 2009), por lo que por cada tonelada de tamo quemado se
liberan 199 Kg de cenizas, 60 Kg de CO, 1460 Kg de CO, 2 Kg de SO, 0.66% de CH.y
2.09% de N.O, conocidos gases de efecto invernadero (Abril et al., 2009; Gadde et al.,
2009; Gupta et al., 2004; NAAS, 2017; Tipayarom & Oanh, 2007). Adicionalmente, se
generan 20% de materia particulada y cerca de 50% de hidrocarburos aroméaticos
policiclicos como dioxinas y furanos debido a la acumulacién de pesticidas en los tejidos;
lo que genera dafios en la salud humana y animal (Gadde et al., 2009).

Posterior a la quema se incorporan las cenizas al suelo a fin de restituir nutrientes
(Navarrete et al., 2015). Sin embargo, la quema del TA genera pérdidas de los nutrientes
almacenados en la planta, alrededor del 80% de nitrégeno (N), 25% de fosforo (P), 20%
de potasio (K) y entre 5-60% de azufre (S), ademas de la eliminacién del carbono (C)
(Dobermann & Fairhurst, 2000). De igual forma, hay pérdida de microorganismos del suelo,
destruye insectos benéficos y contribuye a la erosion del suelo (Gupta et al., 2004).

Todo esto se ve reflejado en pérdidas econdmicas debido a que esta entrada de materia
organica que podria adicionalmente disminuir los costos de fertilizantes, no se aprovecha
en su totalidad. Es asi que la quema contribuye a la polucion, al calentamiento global, a
problemas de salud humana, animal y del suelo lo que la convierte en una alternativa
ambientalmente insostenible (NAAS, 2017; Tipayarom & Oanh, 2007).

1.1.4 Alternativas de manejo del tamo de arroz

Desde los afios 90 se han propuesto alternativas al manejo del TA como las on-farm
nonburning. Estas alternativas buscan el reciclaje de nutrientes a través de la incorporacion
inmediata del TA o dejarlo como cobertura hasta su descomposicion para ser después

incorporado (Bhattacharyya & Barman, 2018).

La incorporacion de TA asegura la adecuada nutricién de la planta ya que cuando se
incorpora TA al suelo una cantidad considerable de nutrientes presentes en el TA pueden

ser reciclados. Incorporar el 51% de 5.3 a 5.6 ton-ha de tamo de arroz, retorna 31-42 Kg



6 Determinacién del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

N ha?, 8 Kg P ha, 34-61 Kg K ha' y 2.1-2.2 ton C h* por ciclo de cultivo (Hung et al.,
2019). Disminuye el consumo de fertilizantes quimicos, mejora el rendimiento del cultivo,
mejora la calidad y estructura del suelo (Gupta et al., 2004; Nie et al., 2018), y la retencion
de agua (Reicosky & Wilts, 2005). Asi mismo, reduce la emision de N.O por inmovilizacién
de N (Bhattacharyya & Barman, 2018; Castilla, 2012; A. Dobermann & Fairhurst, 2002).
Mientras a largo plazo incrementa la materia organica de suelo, el N total y la actividad

biolégica del suelo.

Hung y col. (2019) determinaron que la entrada de C al suelo dependia de la practica de
TA aplicada. En su estudio Hung y colaboradores evaluaron tres practicas de manejo
diferentes, encontrando que la mayor entrada de C al suelo se presenté con la
incorporacién de residuos de TA (~2.1-2.2 ton ha'), seguido de la aplicacién de compost
de TA (788-831 Kg ha?), quedando en Ultimo lugar la incorporaciéon de cenizas de TA
guemado (53-56 Kg ha), de esta manera se demostré que la entrada de C variaba de
acuerdo con la practica aplicada. En términos generales la incorporacion incrementé el
carbono organico (CO) del suelo (Hung et al., 2019) y cuando se aumenta el carbono

organico se incrementa el secuestro de carbono (Chhabra & Mehta, 2019).

La incorporaciéon directa del TA se relaciona también con inmovilizacién o reducida
disponibilidad de nutrientes; reduccion en la germinacién de la semilla en el siguiente ciclo
de cultivo (Knoblauch et al., 2014) y la posibilidad de incorporar fitopatégenos (Dobermann
& Fairhurst, 2000). Cabe anotar que, si la descomposicién se realiza de manera anaerobia,
se produce metano (CH.) y otros gases efecto invernadero (EI-Sobky, 2017), por lo que se
recomienda una descomposicion de minimo tres (3) semanas de manera aerobia que
permita contrarrestar los anteriores efectos y evitar la competencia por nutrientes con la

comunidad microbiana del suelo (Knoblauch et al., 2014).

Estas practicas son finalmente un reto y una oportunidad que contribuyen a una produccion
ma&s econdmica y ecolégicamente sostenible del cultivo de arroz, disminuyendo la huella

climatica.

1.1.5 Degradacion del tamo de arroz

El TA constituye una fuente rica en C (Guo et al., 2020), con 32-47% de celulosa, 19-27%
de hemicelulosa, 5-12% de lignina 'y 3.3-5.7% de proteina (Binod et al., 2010). La celulosa
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es un homopolisacarido de unidades B-glucosa con enlaces tipo 1-4. La hemicelulosa por
su parte incluye xiloglucanos, xilanos, mananos, glucomananos y 31-3 y 1-4 glucanos
que interaccionan con la celulosa para dar rigidez a la planta; la lignina por su parte esta
compuesta de guayacil, siringil, y unidades de p-hidroxifenil fenilpropanoides de dificil
degradacién (Ambavaram et al., 2011). Su incorporacién incrementa las concentraciones
de carbono organico, de N del suelo y modula la calidad y cantidad de materia organica
del mismo (Luo et al., 2016).

El radio C:N, ha sido identificado como una variable correlacionada con pérdida de masa
durante las fases de degradacion de la materia organica. Radios C:N bajos son indicativos
de una rapida tasa de descomposicion. En el caso del TA la relacion C:N varia de 39 a 61
(Kumari et al., 2008), dependiendo por ejemplo de la variedad de la planta, lo que hace
gue la degradacion sea bastante lenta. Esto aunado al alto contenido de silica y lignina

retrasa el proceso de degradacién (Gredner, 2010).

Segun los estudios realizados por Van Holm y col. (1996), la descomposicion del TA
inicialmente es lenta, aunque aumenta con el tiempo. Bao y col (2020) por su parte cuando
usaron bolsas de descomposicion determinaron que, aunque la descomposicion del tamo
incrementa con el tiempo, esta se vuelve lenta a partir de la cuarta semana de incubacion.
Por otra parte, Eilan y col. (2001) y Phy y col. (2014), demostraron que la adicion de ciertos
nutrientes como N y sulfatos (SO,), pueden ayudar en la aceleracion de la degradacién de

los polimeros naturales.

En la busqueda de alternativas que ayuden en la degradacién del TA, surgen estrategias
eco-amigables. Una de estas estrategias es el uso de microorganismos (MO) o consorcios
microbianos que aceleren la degradacion del TA in situ, lo que permite transformar la

materia organica del suelo (Kuramae et al., 2013).

Los MO empleados son generalmente bacterias, hongos lignocelul6ésicos o una mezcla de
ambos. Una gran cantidad de hongos saproétrofos pertenecientes al filo Ascomycota como
Trichoderma y Penicilium han sido reportados como microorganismos claves en la
degradacioén de residuos de plantas (Pandey et al., 2009). De forma similar, bacterias de
suelo como Bacillus, Paenibacillus, Cellulomonas, Sphingobacterium, Flavobacterium,
Streptomyces, Rhodocossus y Klebsiella spp., desempefian un papel clave en la

degradacién de polisacaridos de origen vegetal como la hemicelulosa (Guo et al., 2020);
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Jiménez, et al., 2014; Rawway et al., 2018). Estos MO no solo son aplicados como
degradadores, sino también como agentes de control biolégico, como es el caso de
Trichoderma (Debode et al., 2018). Debido a los mecanismos de control biol6gico que
posee, como la produccién de metabolitos secundarios (antibiosis), la competencia y el

micoparasitismo (Sood et al., 2020).

El uso de in6culos microbianos para mejorar la degradacion de TA en suelo ha sido
evaluado principalmente bajo condiciones de microcosmos. En este contexto, Goyal &
Sindhu (2011) emplearon un consorcio microbiano de tres hongos (Aspergillus awamorii,
Paecilomices fasisporus y Trichoderma viride), para la degradacion de TA por 90 dias.
Como resultado demostraron una diminucion del CO en 17.4%, con incremento del radio

C:N, actividad enzimatica y evolucion del CO; en relacion al control no inoculado.

De manera similar, Cruz-Ramirez y col., (2017) encontraron que el uso de un producto
comercial compuesto por tres hongos T. harzianum, T. koningii, and T. viride (Fitotripen®
Natural Control, Ltda) méas la bacteria Bacillus pumilus (cepa IBUN 02717), pueden no
solamente contribuir a la degradacion de lignocelulosa sino que también mejora el
crecimiento de las plantas (peso seco de raiz y tallo), cuando se aplicé a suelo enmendado
bajo condiciones de invernadero. Esto debido a la actividad proteolitica de la bacteria IBUN
02717 y a la actividad celulolitica y hemicelulolitica del consorcio, asi como a la actividad

antagonica del Trichoderma frente a patégenos de arroz.

1.2 Diversidad microbianay estructura de las
comunidades asociadas al cultivo de arroz

El microbioma ha sido definido de muchas formas, quiza la mas adecuada puede ser la
propuesta por Whipps y col. (1988), definido como la comunidad microbiana ocupando un
habitat bien definido, el cual tiene diferentes propiedades fisico-quimicas. En esta
definicidon se tienen en cuenta la comunidad de MO involucrados, asi como el “teatro de
actividad” que incluye segun Whipps y colaboradores los elementos estructurales
microbianos (lipidos, proteinas/péptidos, polisacaridos, DNA/RNA) y los elementos
estructurales externos compuestos por metabolitos microbianos (las moléculas organicas
y de sefializacion, elementos génicos moviles, vestigios de DNA, y toxinas) y las

condiciones ambientales, que finalmente forman un nicho ecolédgico especifico.
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En el microbioma asociado a plantas pueden coexistir microorganismos que generan
efectos negativos (patdégenos de plantas) o positivos (benéficos de plantas) o neutros
(Mendes et al., 2013). Estas comunidades microbianas son esenciales para el crecimiento
y salud de la planta, influyen en la germinacion de la semilla, el vigor de las plantulas, el
desarrollo, la nutricién y en el control de enfermedades, por esto contribuyen a mejorar la

productividad y sostenibilidad de los cultivos (Mendes et al., 2013).

En el cultivo de arroz el microbioma puede ser transmitido de forma vertical a través de la
semilla o de forma horizontal, adquirido (reclutado) desde el ambiente o a partir de los hot
spots del suelo de soporte, es decir, zonas de incrementada actividad biolégica como los
microagregados (Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015) y llegar a la rizésfera o a otros
compartimentos de la planta (Shade et al., 2017). Las plantas pueden reclutar
microorganismos a través de los exudados que producen (Yuan et al., 2018), alterando de
esta manera el microbioma y seleccionando microorganismos que permitan la
sobrevivencia frente a condiciones de estrés bidtico y abiético. Sin embargo, el ensamblaje
del microbioma dependera de las relaciones entre los microorganismos, el huésped y el
ambiente (Trivedi et al., 2020).

Es asi que las plantas pueden seleccionar microorganismos promotores de crecimiento
vegetal como fijadores de N, solubilizadores de P o K, degradadores de materia organica,
productores de auxinas, entre otros, que tienen el potencial de mejorar el fitness de la
planta incluso bajo estrés abidtico como la sequia (Santos-Medellin et al., 2017). De igual
forma, la planta también puede reclutar microorganismos antagonistas que median en
defensa de la planta a través de la producciéon de metabolitos secundarios, antibioticos o
induccién de resistencia sistémica frente el estrés bidtico generado por la presencia de

fitopatdgenos (Berendsen et al., 2012).

El microbioma de las plantas presenta una extraordinaria diversidad taxondémica (riqueza
de especies), cumpliendo con funciones variadas como se mencion6 anteriormente. En el
caso de la presencia de un disturbio en el ecosistema en una escala temporal o espacial,
los miembros de la comunidad pueden morir o cambiar sus abundancias relativas (Shade
et al.,, 2012). Sin embargo, no necesariamente afectan los procesos ecosistémicos
(funcion), debido a que el microbioma puede ser resistente, resiliente y/o funcionalmente
redundante (Allison & Martiny, 2009). En el caso de no haber cambios en la composicién

de la comunidad a pesar de las variaciones originadas por el disturbio, se hablar4 de
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resistencia. Sera resiliente si a pesar de los cambios generados, la comunidad se recupera
facilmente. Por el contrario, si la composicién de la comunidad cambia, pero a pesar de
esto las funciones se mantienen se hablara de redundancia funcional (Allison & Martiny,
2009; Hubell, 2006; Louca et al., 2018).

1.2.1 Estrategias para la identificacion de comunidades
microbianas

En aras de dilucidar el microbioma asociado al suelo del cultivo de arroz sea rizosférico o
de soporte, se han empleado una gran variedad de estrategias. Los estudios mas
recientes, emplean técnicas como la secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus
siglas en inglés), con dos aproximaciones, la metataxonémica y la metagenémica. En la
metataxondmica se selecciona y secuencia un gen particular altamente conservado, como
el 16S rRNA, gque contiene regiones hipervariables las cuales evolucionan rapidamente y
permiten identificar pequefias diferencias entre cepas a nivel de género o especie, lo que
permite describir la diversidad de la comunidad microbiana (Bukin et al., 2019); tal y como
lo emple6 Imchen y col., (2019) con el fin de determinar la comunidad rizosferica en
campos de arroz durante diferentes etapas de crecimiento del cultivo. En la metagenémica,
se secuencian todos los genes y genomas asociados a la muestra de suelo; esto genera
informacion acerca de las funciones potenciales asociadas a determinado ecosistema, tal
como lo hizo Liy col., (2018) quienes demostraron que la distribucion a escala continental
de la materia organica disuelta se encuentra significativamente correlacionada con el pefrfil

taxondmico y el potencial metabdlico del microbioma del suelo de arroz bajo inundacion.

1.2.2 Comunidades microbianas en la semilla de arroz

La semilla una vez plantada libera exudados ricos en C y N, por los cuales compiten los
microorganismos habitantes de la semilla, la superficie de la misma y el suelo circundante
conformando la espermosfera. En arroz se han asociado a la semilla géneros como
Curtobacterium, Microbacterium, Enterobacter, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas,
Methylobacterium, Sphingomonas entre otros, asociados con promocion de crecimiento de
plantas (Midha et al., 2016).

La semilla es una de las etapas méas dinamicas del ciclo de vida de la planta y aunque se

han realizado diversos estudios en semilla, la gran mayoria se enfoca en la comunidad de
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bacterias, dejando de lado la comunidad de los hongos. En el estudio realizado por Eyre y
col., con seis tipos de semilla de arroz de cultivar japonica cosechadas desde dos
diferentes genotipos en cuatro compartimentos de la semilla (parte externa e interna de la
cascara, parte externa e interna de la semilla), establecieron que, los filos Actinobacteria y
Proteobacteria fueron lo mas abundantes, donde la clase Alfa-Proteobacteria fue méas
abundante en la parte externa de la semilla mientras las Gamma-Proteobacterias lo fueron
en la parte interna de la semilla. En cuanto a género, detectaron los géneros previamente
mencionados, asi como Rhizobium, Aeurimonas, Atlantibacter y Franonibacter (Eyre et al.,
2019).

En el caso de hongos el filo Ascomycota con su clase Dothidiomycetes fueron los méas
abundantes incluyendo géneros como Cladosporium, Cercospora, Alternaria y Curvulata,
mientras en los compartimentos externos se presentd un incremento en la abundancia de
Basidiomycota; sin embargo, géneros como Gibberella y Nigrospora pertenecientes a la

clase Sordariomyctes también fueron detectados (Eyre et al., 2019).

1.2.3 Comunidades microbianas en la filosfera de arroz

La filésfera definida como la porcion de la planta por encima del suelo, es considerada un
ambiente hostil, debido a la radiacién ultravioleta, los cambios de temperatura estacionales
0 constantes en el trépico, asi como la escasez de agua y nutrientes, principalmente C y
N (Barrera et al., 2019; Muller & Ruppel, 2014).

El estudio metaprotedmico de la filosfera del arroz desarrollado por Knief y col., (2012)
reveld que las Actinobacterias, asi como las Alfa- y Beta-Proteobacterias predominan este
ambiente, con enriquecimiento en funciones relacionadas con respuesta a estrés. Por su
parte, luego de estudiar la filosfera de 12 variedades de arroces provenientes de Filipinas
y China, Roman-Reyna y col., encontraron que el microbioma de la filésfera de arroz en
cuanto a composicién (microorganismos presentes) y diversidad, es fuertemente
influenciada por el genotipo y el ambiente de la planta y convergen en funciones
metabdlicas centrales. Mientras que la estructura de la comunidad microbiana es formada
por las interacciones entre los microorganismos a través de redes y se conserva a pesar

de las diferencias en la composicion de esta.
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En este mismo estudio los filos més abundantes asociados a la filésfera del arroz fueron
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Cyanobacteria, Tenericutes y Euryarchaeota.
Sin embargo, a nivel de género, encontraron diferencias siendo Propionibacterium,
Agrobacterium, Acidovorax y Enterobacter mas abundantes en los arroces provenientes
de China, mientras Xanthomonas y Serratia se incrementaron en los arroces provenientes
de Filipinas (Roman-Reyna et al., 2019). De igual forma, en este estudio se identificd a
través de redes de co-ocurrencia tres géneros centrales, hubs o key taxa fuertemente

conectados, Clostridium, Mycoplasma y Helicobacter (Roman-Reyna et al., 2019).

1.2.4 Comunidades microbianas en la endosfera de arroz

Los enddfitos son microorganismos presentes dentro de los tejidos de las plantas, por al
menos parte de su ciclo de vida sin causar enfermedad bajo cualquier circunstancia
conocida (Hallmann et al., 1997; Le Cocq et al., 2017). Estos microorganismos influencian
a la planta mediando en su respuesta frente a factores ambientales como escasez de
nutrientes, patégenos, entre otros, (Hardoim et al., 2011; Sessitsch et al., 2012; Wagas et
al., 2014).

Hardoim y col., en un estudio de la comunidad endofitica cultivable de plantas de arroz, en
el que emple6 semilla de dos generaciones consecutivas, demostraron que la semilla es
una fuente de microorganismos enddfitos que desempefian un papel clave durante el
desarrollo de la planta. Entre los enddfitos reporté Stenotrophomonas, Mycobacterium,
Ochrobactrum, Pseudomonas y Plantibacter; mientras en tejido de tallos, encontré

Herbaspirillum y Pseudomonas (Hardoim et al., 2011).

Por su parte Ferrando & Fernandez, encontraron que los diazétrofos endofiticos de plantas
de arroz cambian de acuerdo con el tratamiento hidrico (con y sin inundacion).
Stenotrophomonas (Gamma-Proteobacteria) estuvo presente en la condicion sin
inundacion. Bajo inundacion prevalecieron Dechloromonas, Azospora, Uliginosibacterium
(Beta-Proteobacteria), Geobacter y Desulfovibrio (Delta-Proteobacteria),
Rhodopseudomonas, Magnestospirillum y  Azospirilum  (Alfa-Proteobacteria),

Selenomonas (Firmicutes) (Ferrando & Ferndndez Scavino, 2015).
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1.2.5 Comunidades microbianas en larizésfera de arroz

La rizésfera es definida como la zona estrecha que rodea y es influenciada por la raiz
(Hiltner 1904). Las plantas se adaptan al ambiente suelo y activamente reclutan y nutren
una coleccién de microorganismos a partir del suelo proximo, a través de la rizodeposicion
(Bacilio-Jiménez et al., 2003). La diversidad de microorganismos asociados a la planta son
conocidos como el segundo genoma de la planta, el cual tiene un papel crucial en la salud
de la planta, al tener efectos positivos o negativos sobre la planta hospedante (Mendes et
al., 2013).

En un estudio de metataxonémica realizado por Edwards y col., demostraron que el
microbioma de la rizésfera de arroz de plantas de seis semanas varia dependiendo de los
rizo-compartimentos. En esta etapa la rizésfera es mas parecida al suelo de soporte, pero
diferente del microbioma endofitico (Edwards et al., 2015). De igual forma encontraron que
la comunidad bacteriana asociada a la raiz varia dependiendo el estado de desarrollo de
la planta (Edwards et al., 2015; Imchen et al., 2019; Wang et al., 2019). Esto es debido
posiblemente a los exudados radiculares liberados por la planta en cada etapa de
crecimiento (Aulakh et al., 2001). Similar a lo encontrado por Hussain y col., cuando emple6
DGGE, para determinar la composicion de la comunidad bacteriana y fingica a través de

las diferentes etapas de crecimiento de la planta (Hussain et al., 2012).

Edwards y col., identificaron colonizadores tempranos (Burkholderiales) y tardios
(Rhodocyclales y SBlal4), que coincidian con el cambio de la etapa vegetativa a la etapa
reproductiva (Edwards et al., 2015). Relacionado posiblemente con las tasas de exudacion
de la planta que incrementan desde el estadio de plantula hasta la etapa de floracion y
disminuyen en la madurez. Asi mismo el contenido de acidos orgénicos incrementa,
mientras el contenido de azucares disminuye (Aulakh et al., 2001). En la etapa reproductiva
el microbioma alcanza a estabilizarse (Imchen et al., 2019), teniendo un patrén de

abundancia similar al suelo de soporte (Edwards et al., 2018).

En un estudio desarrollado por Pittol y col., (2018), identificaron la disminucion de riqueza
de microrganismos en la etapa reproductiva, lo que concuerda con Edwards y col., (2018).
Adicionalmente, la etapa vegetativa estuvo dominada por microorganismos pertenecientes

a Gamma-Proteobacteria, Alfa-Proteobacteria, y Beta-Proteobacteria. Por otro lado, en la
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etapa reproductiva las clases dominantes fueron Gamma-Proteobacteria, Bacilli, Clostridia
y Beta-Proteobacteria (Pittol et al., 2018).

Otro de los factores implicados en la composicion del microbioma de la rizésfera de arroz
es el genotipo de la planta, relacionado quiza con las variaciones en la composicion de los
exudados de la raiz (Aulakh et al., 2001); asi como la historia de cultivo del suelo (Edwards
et al., 2019). De igual forma las practicas de cultivo influyen en la composicion del
microbioma. Edwards y col., reportaron que en una practica de ecofarming donde se
emplean fertilizantes, fungicidas y herbicidas, pero donde esta prohibido el uso de semillas
transgénicas y fumigaciones post-cosecha, taxones como Delta-Proteobacteria,
Chloroflexi y Spirochaetes incrementaron; esto en comparacion con practicas

completamente organicas (Edwards et al., 2015).

Por su parte Breidenbach y Conrad (2015), demostraron que la comunidad de bacterias y
arqueas es mas abundante en la rizésfera que en el suelo circundante. Es importante
recalcar que en la rizésfera de arroz los principales filos de arqueas son Crenarchaeota,
Thaumarchaeota y Eryarchaeota, este Ultimo con representantes de los géneros
Methanosarcina y Methanosaeta (Conrad, 2007).

Los hongos no son muy comunes en ambientes inundados, sin embargo en la rizésfera de
arroz, se encuentran representados por el filo Chytridiomycota con representantes de los
géneros Rhizophlyctis y Cladochytrium, efectivos descomponedores de residuos vegetales
como la celulosa, lo que contribuye al ciclo del C (Eichorst & Kuske, 2012). Adicionalmente,
se han reportado hongos del género Aspergillus (Das, 1963) y algunos hongos micorrizicos
arbusculares (AMF, por sus siglas en inglés), pertenecientes al filo Glomeromycota
(Bernaola et al., 2018; Kanasugi et al., 2020; Sarkodee-Addo et al., 2020), los cuales estan
relacionados con la captura y solubilizacion de P, intervienen en la mejora frente al estrés
bidtico y abidtico, asi como en la mejora de la estructura del suelo (Sarkodee-Addo et al.,
2020; Wilson et al., 2009). Otros hongos de importancia, reportados en arroz son,
Chaetomiun, conocido endofito de la raiz de plantas de arroz, Pleosporales y
Sordariomycetes, identificados como patégenos (Kanasugi et al., 2020; M. Wang et al.,
2020).
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1.2.6 Comunidades microbianas en el suelo de soporte de cultivo
de arroz

El suelo es el ecosistema méas biodiverso de la tierra (Young & Crawford, 2004).
Compuesto por una fraccion orgénica y otra inorganica, donde ocurren procesos
biogeoquimicos, movimiento de agua y difusion de gases que crean micro-sitios y
gradientes (Paul & Clark, 1989). El suelo de soporte contribuye a la acumulacion de materia
organica y minerales, ciclaje de nutrientes, asi como a la captura de aguay aire (Chaudhari
et al., 2013).

Las comunidades microbianas de los suelos tiene un papel central en el funcionamiento
de los mismos (Imchen et al., 2019). Actian en procesos claves del suelo ya sea por
incremento de la disponibilidad de nutrientes organicos e inorganicos o el ciclaje de
nutrientes (Kim & Lee, 2020), ademas de ser determinantes para la salud de la planta, del
suelo y la fertilidad del mismo. Es importante sefialar, que practicas como, rotacién de
cultivo, labranza y tipo de labranza, fertilizacion e historia de uso del suelo (Yu et al., 2019),
pueden afectar la diversidad microbiana del suelo e incluso tener efectos sobre la
supresividad de enfermedades (Garbeva et al., 2004). Adicionalmente, ya que responden
de manera rapida a cambios en el ambiente han sido seleccionados como indicadores de

la calidad del suelo.

El estudio de las comunidades microbianas asociadas al suelo de soporte tiene en cuenta
factores edaficos como por ejemplo los factores fisico-quimicos, siendo el pH clave en la
conformacion de la comunidad, puesto que afecta la concentracién de otros iones y la
capacidad de intercambio catiénico, asi como el proceso redox (Yuan et al., 2019). Ejemplo
de esto, es el estudio realizado por Yuan y col., (2019) en suelos de soporte de arroz
sumergido, donde encontraron que la abundancia de arqueas se ve afectada con mayores
temperaturas, mientras que las bacterias son afectadas por el contenido de materia
organica y el contenido de N total. De igual forma encontraron que el pH del suelo fue el
parametro edafico mas importante que explica la B-diversidad tanto de bacterias como
arqueas; sin embargo, las concentraciones de N proveniente del amonio, sulfato y cloruros
también influyen en la conformacién de la comunidad, aunque en menor medida (Yuan et
al., 2019).
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Ahora bien, en suelos de cultivo de arroz las comunidades bacterianas estan tipicamente
conformadas por Proteobacterias, Chloroflexi, Actinobacteria y Acidobacteria (Hussain et
al.,, 2012; X. Li et al., 2019). Mientras que la comunidad fungica esta conformada por
Ascomycota, Basidiomycota y Glomeromycota (Yuan et al., 2018). A pesar de ser filos
comunes a través de una amplia distribucion geogréfica, la variacion en las comunidades
bacterianas se debe principalmente a la heterogeneidad del suelo, el genotipo de la planta
(Edwards, et al.,, 2015), o al periodo de cultivo. De igual forma, factores como el K
disponible, la materia organica, la fertilizacion (Wang et al., 2019), la fuente de Cy la fuente
de energia son claves en los cambios de la comunidad microbiana ya que afectan la

ecologia y la dinamica de la poblacién microbiana (Nannipieri et al., 2017).

En otro estudio Liy col., (2019), determinaron que la comunidad microbiana asociada a los
cultivos de arroz cambia de acuerdo a la profundidad. En los primeros 0-20 cm el filo mas
abundante fue Chloroflexi, reconocidos degradadores primarios de polisacaridos, el cual
disminuy6 a medida que aumentaba la profundidad. Contrario a lo que sucede con las
Actinobacterias y Acidobacterias que aumentaron a medida que incrementaba la
profundidad del suelo al ser oligotrdficos.

1.2.7 Nichos ecologicos presentes en el cultivo de arroz —
caracterizacion funcional

Los suelos sumergidos de arroz se diferencian de otros, debido a que la mayor parte de la
etapa de crecimiento de la planta se realiza bajo riego o inundacion. El aerénquima cumple
un papel importante al liberar oxigeno en la raiz, generando zonas 6xicas circundadas de
zonas anoxicas. Esta interface es colonizada por microrganismos aerobios, anaerobios,
incluso anaerobios facultativos, fundamentales para los procesos biogeoquimicos como la
oxidacion de NH4 a NO», de sulfito a sulfato, hierro ferroso a férrico y de CH4 a CO» (Liesack
et al.,, 2000). Mientras en las zonas adyacentes procesos como la desnitrificacion,

reduccion de hierro y sulfato, y la metanogénesis estan presentes (Liesack et al., 2000).

Una importante caracteristica de los suelos sumergidos de arroz es la emision de gases
efecto invernadero como el CH4 debido a la descomposicién anaerobia de exudados de la
raiz, detritos o materia organica como el TA (Conrad, 2009; Hernandez et al., 2015). El

cultivo de arroz es el responsable del 20% de las emisiones de CH, a nivel agricola (Van
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Groenigen et al., 2011) y su produccion esta ligada al aumento de la temperatura y el CO;
(Imchen et al., 2019).

La zona 6xica-andxica del cultivo, es un nicho para las poblaciones de metandgenos y
metanotrofos perfectamente adaptadas a tal condicion (Ding et al., 2019). La
metanogénesis, es realizada exclusivamente por arqueas metanogénicas por la via
hidrogenotréficas o acetoclasticas (Conrad, 2007; Vaksmaa et al., 2017). Las arqueas
pertenecientes al grupo | (Methanosarcinaceae y Methanocellaceae, Rice Cluster I), son el
mayor grupo involucrado en la produccion de este gas (Conrad, 2009).

En el estudio realizado por Hernandez y col., en cultivos de arroz, identificaron la arquea
metanogénica anaerobia estricta Methanosaeta, en una alta abundancia relativa en la
rizosfera de arroz. Otras arqueas identificadas fueron Methylomonas, y Methylococcales.
Los Methylococcales son metanotrofos aerobios activos, importantes en la mitigacion
hasta de un 20% de la emision de CHas en cultivos de arroz (Hernandez et al., 2015).

En otro estudio a través de las diferentes etapas del ciclo de cultivo de arroz, Imcheny col.,
(2019) encontraron que la poblacién de arqueas a través del ciclo de cultivo estuvo
predominada por Methanosaeta, Methanocella y Methanobacterium (Imchen et al., 2019),
poblaciones similares a las reportadas previamente por otros investigadores (Breidenbach
& Conrad, 2015). Adicionalmente, identificaron que la abundancia de metanégenos fue en

declive hasta la etapa de cosecha (Imchen et al., 2019).

A la par del proceso de metanogénesis en el cultivo de arroz, también se desarrolla el
proceso de metanotrofia. Los metanotrofos son responsables de oxidar el metano
producido antes de que sea liberado a la atmésfera. En la rizosfera de arroz se han
reportado metanotrofos como Methylomonas, Methylobacteria, Methylosarcina vy
Methylomicrobium, (metanotrofos tipo 1) y Methylocystis (metanotrofos tipo 1) (Conrad,
2007). En el estudio realizado por Imchen y col., (2019) en cultivo de arroz, reportaron una
alta diversidad de metanotrofos tipo I, los cuales fueron enriquecidos con la edad de la
planta, hasta el drenaje de los suelos. Sin embargo, el género Methylocystis fue el mas
abundante entre todos los metanotrofos. Mientras el género Methalacidiphilum fue

identificado a través de todas las etapas del cultivo.

El metabolismo de metano, afecta otros ciclos de nutrientes como el N, ya que el metano

puede inhibir el crecimiento y actividad de bacterias nitrificantes como Nitrosomonas y
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Nitrosospora (Zheng et al., 2014). Asi mismo, la aplicacion de fertilizantes es otro de los
factores que influyen sobre los ciclos de nutrientes, por ejemplo, a bajas dosis de
fertilizante nitrogenados los metanotrofos diazotroficos (bacterias metanotréficas tipo 1)
actuan como fijadores de N y oxidadores de CH, asi, contribuyen a la acumulacién de

fuentes de C y N en suelos sumergidos de arroz (Minamisawa et al., 2016).

La oxidacion aerobia de amonio a NO2/NOsz se realiza via nitrificacion (Kuypers et al.,
2018). Mientras que el NO»/NOs3 puede llegar hasta N2 pasando por NO y N.O mediante el
proceso de desnitrificacion realizado por bacterias desnitrificadoras. La nitrificacion es
realizada por bacterias oxidadoras de amonio (AOB, por sus siglas en inglés), como
Nitrosospira y Nitrosomona o arqueas oxidadoras de amonio (AOA, por sus siglas en

inglés) como la Thaumarchaeota (Imchen et al., 2019).

Las AOA son més abundantes debido quiza a la adaptacién a ambientes microaerofilicos,
siendo el género Nitrosocaldus el mas dominante seguido por Nitrosophaera segun lo
reportado por Imcheny col., (2019). Mientras que en las AOB el género Nitrosospira fue el
mas dominante. Los microorganismos involucrados en este proceso se identifican porque
son portadores del gen amoA (Hussain et al., 2012). La desnitrificacion por su parte esté
mediada por las bacterias desnitrificadoras y sus representantes albergan todos o algunos
de los siguientes genes: nirK (Rhizobiales) y nirS (Burkholderiales y Rhodocyclales)
(Yoshida et al., 2009), norB y nosZ (Zhou et al., 2012).

Por su parte la oxidacion anaerobia de amonio (anammox) se presenta porque hay una
nitrificacion o desnitrificacion incompleta dejando NO, disponible para el proceso de
anammox. Este proceso se ha reportado tanto para suelo de soporte como para suelo
rizosférico en cultivos de arroz (Nie et al., 2015). Nie y col., reportaron un mayor nimero
de bacterias anammox en la rizésfera, incluso dos veces mayor, en comparacion con el
suelo de soporte (Nie et al., 2015). Donde la familia Planctomyceteceae con sus
representantes Ca. Brocadia y Ca. Kuenenia son los mas abundantes (Nie et al., 2015).
Otro de los procesos que son favorecidos en este tipo de suelos es la fijacion biolégica de

N (Das et al., 2011) mediada por microorganismos diazoétrofos.

Posterior a la inundacién de los suelos de arroz, la oxido-reduccién de hierro ocurre

inmediatamente. Bacterias como Geobacter, Pelobacter y Anaeromyxobacter son
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identificadas en el suelo y reconocidas como reductoras de hierro. Geobacter
especialmente puede suprimir la metanogénesis al competir por el acetato como sustrato

en este tipo de suelos cuando se encuentra en bajas concentraciones (Hori et al., 2010).

En suelos de arroz, otro de los procesos biogeoquimicos identificados es la reduccion de
sulfato, donde los géneros Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfomonile vy
Sytrophobacter han sido identificados (He et al., 2010). Estos microorganismos compiten
con los metandgenos por el acetato incluso a bajas concentraciones de sulfato, por lo que
pueden ser limitantes de la metanogénesis (Lee & Cho, 2004).

Por su parte, microorganismos como las Acidobacterias especialmente de la subdivisén 1,
pueden jugar un papel importante en el ciclo de C en suelos de arroz. Esto es debido a su
capacidad para descomponer sustratos complejos como xilano, hemicelulosa, celulosa y
pectina siendo la familia Koribacteracea uno de sus representantes (Li et al., 2019). De
igual forma Ca. Koribacter, Ca. Solibacter (acidobacterias) poseen genes que codifican
para el uso de sustratos complejos como quitina, pectina, almidén, xilano y hemicelulosa,
e incrementaron significativamente en un ensayo de retorno de tamo por largo tiempo (Yu
et al., 2019).

Por ultimo, el P es un nutriente esencial para la planta, sin embargo, cuando se aplica
como fertilizante, es facilmente fijado en el suelo y de esta manera no queda disponible
para la planta. En suelos de cultivo de arroz, se han identificado microrganismos como
Geobacter, Gracilibacter, Variovorax, entre otros (Yao et al., 2020). Estos microrganismos
son conocidos como solubilizadores de fosfato y son portadores de genes que codifican
para la solubilizacion de fosfato incluyendo gen phoD que codifica para la fosfatasa alcalina
y el gen appA que codifica para la fosfatasa acida (Ragot et al., 2015). Adicionalmente,
estos microorganismos son productores de metabolitos como &cidos organicos que

permiten la solubilizacién del fosfato fijado en los suelos.

1.2.8 Diversidad microbiana asociada a la degradacién de tamo
de arroz

El suelo es un sistema estructurado, discontinuo y heterogéneo, generalmente pobre en

nutrientes y fuentes de energia y con microorganismos viviendo en discretos microhabitats

(Elsas et al., 2019), sin embargo como se menciono anteriormente podemos encontrar hot
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spots como los micro-agregados con diferentes propiedades fisico-quimicas y materia
organica particulada acumulada (Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015).

Por otra parte, los componentes de las plantas son polimeros altamente complejos y
diversos, por lo que su degradacion requiere de la accibn combinada de diferentes
microrganismos entre hidroliticos o celuloliticos, fermentadores, homoacetogénicos,
bacterias sintréficas y arqueas metanogénicas acetoclasticas o hidrogenotroéficas. La
despolimerizacién y posterior mineralizacion de los productos labiles por los
microrganismos crea la base tréfica para redes basadas en detritos y ciclaje de nutrientes
(Burns et al., 2013).

La ecologia microbiana del suelo es manipulada por la adicion o disminucién de materia
organica al suelo (Bailey & Lazarovits, 2003). La materia organica influye en la estructura
del suelo, por ende, afecta la aireacion, drenaje de agua, mantenimiento de la humedad,
disponibilidad de nutrientes y la ecologia microbiana (Ekwue, 1990; Murphy, 2015; Walsh
& McDonnell, 2012).

Es asi que el manejo de residuos de cultivo impacta directamente sobre la salud de la
planta y la productividad del cultivo (Bailey & Lazarovits, 2003). Siendo las comunidades
microbianas fundamentales para mantener estos procesos ecosistémicos asociados con
la descomposicion de la materia organica. La descomposicion de la materia organica en
suelo ocurre de manera sucesional reflejando los cambios en la estructura de la comunidad
bacteriana y la biomasa fungica. En el estudio realizado por Bao y col., determinaron que
la comunidad bacteriana asociada a la descomposicién del tamo varia a través de las
diferentes etapas de descomposicién debido a los cambios quimicos que experimenta el
TA (Bao et al., 2020).

Sugano y col., (2005) por su parte, encontraron que las Beta- y Delta-Proteobacterias,
Spirochaetas y Bacteroidetes, dominaron los residuos de tamo en el suelo. Weber y col.,
por su parte en un estudio de DGGE encontraron que la comunidad microbiana asociada
a la degradacién del TA muestra cambios pronunciados en los primeros 15 dias y
posteriormente la comunidad tiende a estabilizarse. El género Clostridium, un degradador
anerobio fue de los mas abundantes, mientras otros microorganismos involucrados en la

degradacion del TA fueron Bacillus, Nitrosospira y Acidobacterium (Weber et al., 2001).
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En cuanto a los hongos, se sabe que dominan la descomposicion del TA en suelos
drenados, mientras los protistos dominan en suelos sumergidos. En este sentido Murase
y col., (2012) en un estudio empleando **C reportaron que en el filo hongo, los géneros
Mortierella (Mucormycotina), Gibberella, Fusarium (Ascomycota) y Syncephalis
(Zoopagomycotina), fueron los mas abundantes. Mientras, Pythium (Stramenopiles) y

Polymyxa (Cercozoa) fueron los protistos identificados.

1.2.9 Actividades enzimaticas del suelo —importancia en la
disponibilidad de nutrientes

Los nutrientes son necesarios para el propio funcionamiento de los organismos. Nutrientes

como el C, Ny P son requeridos en grandes cantidades, por lo que son conocidos como

macronutrientes. Son fundamentales para el desarrollo de la planta debido a que

intervienen en procesos como la fotosintesis, transferencia de energia, degradacion de

materia organica, floracién, entre otros. La disponibilidad de nutrientes, por tanto, influye

en el rendimiento del cultivo.

Una caracteristica distintiva del suelo es la presencia de moléculas biol6gicas como las
enzimas. Las enzimas dependiendo de su localizacién pueden ser intracelulares o
extracelulares. Las intracelulares se encuentran presentes dentro de la célula o ligadas a
la pared de las células vivas y metabdlicamente activas, células proliferativas o células
muertas (Burns et al., 2013; Nannipieri, 2006). Las enzimas extracelulares son liberadas
al suelo (Burns et al., 2013). Una vez secretadas, quedan atrapadas por sustancias
hamicas o adsorbidas por particulas de arcilla (Nannipieri et al., 2003). Adicionalmente
como se encuentran completamente inmovilizadas a través de interacciones iénicas o
puentes covalentes, estan protegidas contra la degradacion, ya sea térmica, por pH o por
protedlisis (Nannipieri et al., 2012), por lo que mantienen su actividad, incluso en

condiciones limitantes de actividad microbiana (Burns et al., 2013).

Las enzimas de los microrganismos presentes en los suelos son claves en el proceso de
reciclaje de materia orgénica a través de la mineralizacion o transformacién de nutrientes
ya que degradan fuentes de carbono complejas, desde labiles hasta recalcitrantes, siendo
vitales para iniciar o mantener los ciclos biogeoquimicos de nutrientes y mejorar la

productividad agrondmica (Bowles et al., 2014).
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Las enzimas mas importantes son las relacionadas con el ciclodel C, N, Py S. Las enzimas
relacionadas con el ciclo de C son las encargadas de proveer la energia necesaria para el
correcto funcionamiento de los organismos. Algunas de las enzimas que podemos
encontrar en suelo son, la celulasa, involucrada en la descomposicién de celulosa
generando celodextrinas. La B-glucosidasa es la mas comun y predominante en suelo
(Piotrowska & Koper, 2010), hidroliza enlaces glicosidicos de las celobiosas y celotriosas
generando glucosa. Estas dos enzimas son importantes indicadores de la descomposicién
de materia organica como los residuos de cultivo (Eivazi & Tabatabai, 1988, 1990).

Por otra parte, las fosfatasas hidrolizan los puentes fosfo-éster en la matriz organica
liberando fésforo inorganico en forma de ortofosfatos. Se categorizan de acuerdo con el
pH 6ptimo para su actividad y de acuerdo al nimero de puentes fosfo-éster hidrolizados.
A mayor ortofosfato disponible menos enzimas se presentan (Nannipieri et al., 2011). Las
bacterias producen principalmente fosfatasas alcalinas, mientras los hongos producen
predominantemente fosfatasa acida. La fosfatasa acida muestra su maxima actividad a pH

6. Mientras la fosfatasa alcalina alrededor de pH 11.

La proteasa es importante en la mineralizacién de N organico en suelo. Las proteasas
hidrolizan uniones de péptidos de proteinas y degrada proteinas para liberar pequefios
péptidos, que continuaran degradandolos hasta convertirlo en amino acidos, siendo
fuentes de nitr6geno para los microorganismos (Ladd & Butler, 1972). La ureasa, hidroliza
urea a amonio y diéxido de carbono, producida por los microorganismos y las raices de
algunas plantas. Esta enzima tiene una gran influencia sobre la dinamica del N en el suelo,
ya que incrementa la concentracién de nitrdgeno amoniacal en suelo, aumentando de esta

manera el pH del suelo cuando se fertiliza con urea (Ladd & Butler, 1972).

En los suelos la riz6sfera es una zona donde los microorganismos son enriquecidos y por
ende las actividades enzimaticas son mas altas en la rizésfera que en el suelo de soporte
(Gianfreda, 2015). Cabe aclarar que en suelos de soporte la actividad enzimética
disminuye con el incremento de la profundidad del mismo. Las actividades enzimaticas en
suelo se ven afectadas por el pH, la temperatura, materia organica de suelo, sistema de

cultivo y practica de manejo de los suelos (Dotaniya et al., 2018; Deng & Tabatabai, 1994).
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En el caso de los fertilizantes minerales, se sabe que su aplicacién impacta de manera
negativa en las actividades enzimaticas, por ejemplo, los fertilizantes nitrogenados
disminuyen las poblaciones bacterianas de diazétrofos, mientras la aplicacion de fosfato
afecta el comportamiento de las micorrizas (Grant et al., 2005). En el caso de aplicacion
de compost o enmiendas organicas influencian de manera positiva al incrementar la
biomasa microbiana y por ende la presencia la actividad enzimatica, aunque dependiendo
de la composicion de la enmienda y la disponibilidad de los nutrientes en la misma (Béhme
et al., 2005).

Diversos estudios han demostrado que la actividad enzimatica puede ser usada como un
indicador temprano de los cambios en las propiedades del suelo iniciado por las practicas

de manejo de los suelos (Utobo & Tewari, 2015; Zhang et al., 2015).

1.3 Lineamiento general de la tesis

Hasta el momento se ha presentado un panorama que inicia con una gran problematica
mundial, donde Colombia no es la excepcion, se trata de la disposicion final de los residuos
agricolas. Colombia es un pais agricola por excelencia, por lo que a su vez genera una

gran cantidad de residuos agricolas.

El agricultor entonces entra en una gran disyuntiva, la primera opcion es aprovechar la
ventaja de localizacion geografica en el tropico que le permite realizar varios ciclos de
cultivo al afio en términos de ciclos de cultivo de arroz (Quevedo Amaya et al., 2019). Para
lograrlo debera deshacerse rapidamente de los residuos de cosecha, para esto su primera
opcion es quemarlos (Yadvinder-Singh et al.,, 2005). Una opcion mas econdémica en
términos generales. Sin embargo, genera a corto plazo problemas de salud humana y
animal (Gadde et al., 2009), y a largo plazo problemas en la salud del suelo y el ambiente
(Gupta et al., 2004), de esta manera provoca cambios drasticos e irreparables en el

agroecosistema (Dobermann & Fairhurst, 2002).

Su segunda opcion, es la incorporacion de los residuos al suelo, ya sea realizado
inmediatamente o después de algunos dias o incluso hasta un mes, con el fin de facilitar
la degradacion, de igual forma, también se pueden aplicar microorganismos 0 consorcios

microbianos que faciliten dicho proceso. Esta opcidon es econOmicamente mas costosa
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debido al tiempo que se debe esperar para la degradacién, asi como al empleo de la
madquinaria para particular el tamo, aplicar los microorganismos y posteriormente realizar
la incorporacion. Adicionalmente ya sea dejando el tamo como cobertura o incorporado
inmediatamente, existe el riesgo de introduccion de fitopatdgenos del cultivo anterior. Sin
embargo, y aunque sus resultados son tangibles muchos afios después, ya que se alcanza
de manera acumulativa, esta opcion es mucho mas amigable con el ambiente y permite la

conservacion de los agroecosistemas.

En este contexto, el cultivo de arroz provee un agroecosistema particular que permite
estudiar el efecto de las diferentes estrategias de manejo del TA como son la quema, la
coberturay la incorporacion del TA cony sin microorganismos que faciliten su degradacion,
sobre las variables asociadas a la productividad del cultivo y la trasmisién de
enfermedades. Este tipo de estudio podria ilustrar la dinAmica de las comunidades
microbianas tanto a nivel de composicion (diversidad microbiana), estructura (composicion
y abundancia) y funcién (identificacion y deteccién de genes y actividades enzimaticas)
(Figura 1-1), lo cual es de vital importancia para identificar las condiciones de manejo que
favorecen la consolidacién de una comunidad microbiana en el suelo de soporte y la
rizésfera, encargada entre otras del proceso de degradacion de este material vegetal en el

suelo mas saludable desde el punto de vista funcional para el cultivo de arroz.

1.4 Preguntas de investigacion

e (Cual es el efecto de cuatro diferentes manejos del tamo de arroz sobre la

estructura y funcién de las comunidades microbianas?

e ;Los diferentes manejos de tamo afectan las funciones relacionadas con los ciclos

de carbono, nitrégeno y fosforo?

e ;COmo las diversas estrategias de manejo del TA, afectan los parametros

agronomicos y fitosanitarios del cultivo?

1.5 Hipotesis

e Laincorporacion de una enmienda de carbono sobre un cultivo comercial de arroz,

afectara la estructura y funcién de la comunidad microbiana del suelo.
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La aplicacion de enmiendas de carbono en un cultivo comercial de arroz, modifica
la funciéon de la comunidad microbiana relacionadas al ciclaje de nutrientes de

carbono, nitrégeno y fosforo.

Diferentes enmiendas de carbono afectan tanto la produccion como el estado

fitosanitario en un cultivo comercial de arroz.

1.6 Objetivo general

Determinar el efecto de la aplicacion de una enmienda de carbono sobre la estructura y

funcién de las comunidades microbianas asociadas a los ciclos biogeoquimicos de C, Ny

P y sobre la productividad de un cultivo de arroz.

1.7 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la aplicacién de una enmienda de carbono sobre la estructura
(abundancia y riqueza de especies) y funcion de la comunidad microbiana del suelo
asociada a un cultivo de arroz.

Determinar el efecto de la aplicacibn de una enmienda de carbono sobre la
actividad enzimatica asociada a algunas funciones del ciclo de C, Ny P en cultivos
de arroz.

Seleccionar y evaluar genes indicadores del efecto de la incorporacién del tamo
sobre la estructura y funcién de la comunidad microbiana asociada a los ciclos del

C, Ny P, en un cultivo comercial de arroz.
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1.8 Esquema de la tesis

Figura 1-1: Representacion esquematica del proceso de desarrollo de la tesis.
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2.Metodologia

2.1 Area de estudio

El &rea experimental fue establecida en el centro experimental Las Lagunas (3°54°56.4N,
74°58'57E) de la Federacion Nacional de Arroceros (Fedearroz) en Saldafia - Tolima,
Colombia. La estacion experimental estd localizada en un clima tropical, con una
precipitacién anual de 210 mm y una temperatura promedio de 28°C. El area experimental
tiene un suelo franco-arcilloso, con un pH = 5.24 y un contenido de N = 0.1%; CO = 0.4%;
P = 40.3 mg-kg?; Ca = 4.8 meq-100g*; Mg = 0.8 meq-100g?; Na = 0.3 meq-100g?, y Al =
0.4 meq-100g™.

2.2 Material bioldgico

La variedad de arroz empleada en este estudio fue FL-Fedearroz 68, el cual es tolerante a
Pyricularia grisea, pero susceptible a Rhizoctonia solani. FL-Fedearroz 68 tiene un ciclo
vegetativo de 105 dias, 20 dias menos que la mayoria de las variedades comerciales,
adicionalmente presenta un alto potencial de rendimiento (13 ton-ha') (Hernandez Leon,
2016).

Los microorganismos (MOs) aplicados al TA fueron previamente seleccionados en un
trabajo del grupo de investigacion (Cruz-Ramirez et al., 2017). Los MOs aplicados en dos
de los cuatro tratamientos fueron: Bacillus pumilus IBUN 02717, obtenido de la coleccién
de cepas y genes del Instituto de Biotecnologia perteneciente a la Universidad Nacional
de Colombia y un consorcio comercial de Trichoderma (Fitotripen®) suministrado por la
empresa Natural Control Ltda. (La Ceja - Antioquia, Colombia). Para la preparacion de la
suspension bacteriana, el Bacillus pumilus IBUN 02717 fue sembrado en medio de
esporulacién (Abarca et al., 1992) a 28°C con 175 rpm durante 10 dias. Cumplido el tiempo,
la biomasa fue lavada tres veces con solucién salina estéril (NaCl 0.85%) (SSE) por

centrifugacion durante 10 min a 7258 g a temperatura ambiente. La biomasa finalmente
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fue resuspendida en 200 mL de SSE, su concentracion fue estimada por la técnica de
microgota en agar LB. La suspension fue conservada a 4°C hasta su aplicacion en campo.
El inéculo fangico se preparé mediante dilucion del polvo comercial en SSE hasta alcanzar
la concentracién necesaria. Finalmente se aplicé dos litros de la suspension bacteriana a
una concentracion de 1.7x10’ de esporas bacterianas-mL™*y 1.0x10° conidios fungicos-mL-

! mediante bomba manual de pulverizacion.

2.3 Ensayo de campo

En campo, se realiz6 un disefio de bloques incompletos al azar, con el fin de evaluar el
efecto de cuatro diferentes tratamientos para el manejo del TA, bajo un sistema estandar
de cultivo de arroz sumergido. En este sistema para la aplicacion de fertilizantes se realiza
un drenaje del agua la cual es posteriormente reestablecida (Figura 2-1). La composicién
del TA fue de 4.4% de proteina cruda, 9.3% de lignina, 43.8% de celulosa y 19.4% de

hemicelulosa. Los tratamientos evaluados fueron:

a. Incorporacién MO (RS-IMO): Este tratamiento consistié en aplicar dos litros del
in6culo microbiano (MO) al TA a la concentracibn mencionada anteriormente,
incorporarlo al suelo mediante tractor con discos de rastra y dejarlo incorporado
previo a la preparacion del terreno para la siembra por un periodo de 22 dias, el
cual fue llevado a cabo a los 11dias de haber aplicado los microrganismos sobre el
tamo de arroz.

b. Cobertura MO (RS-MMO): En este tratamiento se aplico dos litros de in6culo
microbiano en las mismas condiciones que el tratamiento anterior. Sin embargo, el
TA fue dejado como cobertura en el suelo hasta la preparacion del siguiente ciclo
de cultivo, por un periodo de 33 dias.

c. Cobertura (RS-M): En este tratamiento no se aplico indculo microbiano al TA, que
fue dejado en el suelo hasta la preparacion para el siguiente ciclo de cultivo (33
dias).

d. Quema (RS-B): Este tratamiento es la estrategia tradicional de manejo del TA en
campo por los agricultores. Consisti6 en quemar el TA in situ con posterior
incorporacion de las cenizas y el material vegetal restante (tamo quemado y raices)

en el suelo mediante tractor con discos de rastra, hasta la preparacion del siguiente
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ciclo de cultivo por un periodo de 22 dias, el cual fue llevado a cabo a los 11dias
de haber aplicado los microorganismos sobre el tamo de arroz.

El disefio experimental incluy6 cuatro réplicas por tratamiento, cada parcela de un tamafio
de 33.75 m2. Las muestras fueron colectadas durante el periodo de lluvias de 2016 y se
dividieron en tiempo inicial (10/04), tiempo de degradacion (13/05; 33 dias después de
inicio del ensayo), tiempo de floracion de las paniculas de arroz (26/08; 138 dias después
del inicio del ensayo) y tiempo final (05/10; 180 dias después del inicio del ensayo) (Figura
2-1). Todos los tratamientos fueron fertilizados segun las recomendaciones de Fedearroz
para el campo experimental como sigue: 229.1 kg N-ha!, 28.6 kg P-ha!, 85.5 kg K-ha,
47.4 kg S-ha'y 3.0 kg Zn-ha™.

Figura 2-1: Representacion esquematica de los procedimientos de manejo agricola y
periodos de muestreo realizados en el desarrollo del ensayo en campo.
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2.4 Parametros vegetativos, reproductivos y
fitosanitarios del cultivo de arroz

Al momento de la cosecha se determiné la altura de la planta (cm), mediante la seleccion
de diez plantas de arroz de manera aleatoria a partir de cada una de las parcelas
experimentales. Adicionalmente, se llevd a cabo la demarcacion y corte de las espigas
contenidas en un area correspondiente a 4 m? con el objeto de estimar el rendimiento del
grano (ton-ha?), para la determinacién del rendimiento se empleé un factor de correccion
para ajustar las mediciones al 14% de humedad, mediante la deteccién de la humedad
inicial de los granos colectados a través de un higrémetro (Moisture Meter Charts, modelo
919%).

La evaluacion del numero de paniculas y la calidad de los granos producidos se determin6
mediante el empleo de un marco de 0.25 m? que fue lanzado una vez hacia el centro de
cada parcela. Las paniculas contenidas en dicha area fueron cortadas y contadas al igual
gue los granos cosechados, de esta manera se determiné el nUmero de paniculas, peso
de 1000 granos (gr) y el porcentaje de vaneamiento (%), siguiendo la metodologia de
(Marentes et al., 2011).

La determinacion del estado fitosanitario del cultivo fue efectuada con la asesoria del
técnico Arcadio Mora encargado de realizar las valoraciones del estado fitosanitario en
Fedearroz, estacion Las Lagunas, de Saldafia Tolima. En este contexto para cada una de
las parcelas del estudio se realizé una evaluacién visual del porcentaje de incidencia de
los siguientes fitopatégenos: Helmintosporium sp., Rhizoctonia sp., Pyricularia sp.,
Gaeumannomyces sp., y Burkholderia glumae, hacia el final del ciclo del cultivo alrededor

de una semana antes de la cosecha.

2.5 Analisis fisico-quimicos

El andlisis fisico-quimico del suelo de soporte se realizé al inicio y al final del cultivo
siguiendo los protocolos estandar del laboratorio de analisis de aguas y suelos de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Nacional de Colombia. ElI pH fue
determinado por potenciometria en agua; el Ca, K, Mg y Na fueron extraidos con acetato
de amonio y medido por absorcion atémica; el Al fue extraido con KCL vy titulado

volumétricamente; la capacidad de intercambio catidnico efectiva (ECEC, por sus siglas en
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inglés) fue estimada por la suma de los cationes intercambiables; el carbono orgéanico fue
determinado por el método Walkley-Black; el N total fue determinado por el método de
Kjeldahl; el P total por el método de Bray Il y la textura por el método de Bouyucos (Pansu
& Gautheyrou, 2006).

2.6 Coleccion de muestras de suelo de soporte y suelo
rizosférico

Las muestras de suelo de soporte fueron colectadas a partir de la capa orgénica (0 -10 cm)
de cada una de las parcelas, se tomo cinco (5) nucleos de suelo (3 cm de diametro, 10 cm
de profundidad) separados y distribuidos aleatoriamente en la misma parcela. Los nlcleos
colectados fueron almacenados en una bolsa estéril plastica sellada y transportada en
cadena de frio hasta el laboratorio de Microbiologia Agricola del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Colombia, donde posteriormente se realizé una limpieza de
manera manual para remocion de las raices y detritos visibles con posterior mezcla de
manera proporcional para cada una de las parcelas. Este procedimiento se realizé para
cada uno de los tiempos.

Para el muestreo de suelo rizosférico, cinco plantas por parcela fueron removidas de cinco
puntos diferentes separados de manera equidistante entre ellos. Cada planta fue sacudida
manualmente para remover los agregados del suelo y el suelo que permanecio
fuertemente unido a la raiz, fue considerado suelo rizosférico. Posteriormente este suelo
se procesd mediante el protocolo propuesto por Lundberg et al., (2012) con algunas
modificaciones. Brevemente, diez gramos (10 g) de peso fresco de raiz con suelo
rizosférico adherido fue colocado en tubos de centrifuga 50 mL, sumergido en 30 mL de
buffer fosfato 1X - Tween 20® 2% (v/v) y agitado durante 10 min en un shaker Multi-wrist®,
para una posterior centrifugacion por cinco minutos (5 min) a 7258g. El suelo colectado en
el fondo del tubo fue conservado para un segundo ciclo de lavado, posteriormente fue

colectado y procesado inmediatamente para la extraccion de DNA.
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2.7 Objetivo 1: Evaluar el efecto de la aplicacion de una
enmienda de carbono sobre la estructura (abundancia
y riqueza de especies) y funcion potencial de la
comunidad microbiana del suelo asociada a un cultivo
de arroz

2.7.1 Extraccion de DNA, amplificacion del gen 16S e ITSy
secuenciacion

El DNA total fue extraido a partir de 250 mg de suelo, empleando el MoBio PowerSoil DNA

isolation kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Con el fin de verificar la pureza del DNA extraido se realizé una electroforesis,

y posterior cuantificacion en Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

USA) para verificar la calidad y determinar la concentracion del DNA extraido.

El gen 16S rRNA fue amplificado con los cebadores universales 341F - 805R (Sinclair et
al., 2015) que amplifican la region V3-V4 de bacterias y arqueas. En el caso de los hongos,
la regiones ITS (ITS1 e ITS2), fueron amplificadas empleando los cebadores ITS1F-ITS4R
(Grum-Grzhimaylo et al., 2016) que amplifica la region ITS1 e ITS2. Las librerias fueron
construidas siguiendo los protocolos de lllumina Paired-End Metagenomic Prep Kit (2x300
pb). La secuenciacién se realizd en el Centro de Biotecnologia de la Universidad de
Wisconsin-Madison, empleando la plataforma MiSeq (lllumina, San Diego CA) con finales
pareados de 2x300 pb.

En el caso de la metagendmica shotgun, se emple6 la plataforma lllumina HiSeq 2000,
finales pareados de 2x150 pb. El envio de las muestras se llevd a cabo bajo permiso de
acceso a recurso genético No 01023 emitido por la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA).

2.7.2 Procesamiento de secuencias 16S rRNA e ITS en tiempo de
floracion

Los datos crudos de las secuencias de 16S rRNA para el tiempo de floracion fueron

procesados en QIIME2 v 2019.7 (https://giime2.org) (Bolyen et al., 2019). El proceso de

denoising, dereplicacion vy filtrado de quimeras fue realizado con el método consenso


https://qiime2.org/
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aplicado a través de DADA2 (Callahan et al., 2016). Luego de verificar los formatos de
calidad de las secuencias (fastqc), las secuencias en el sentido 5 -- 3’ fueron truncadas
en la posicién 271 pb, es decir se removieron los nucletdtidos desde esta posicion en
adelante en todas las secuencias. De igual manera fueron removidas las primeras 10 pb
en el extremo 3’ de dichas secuencias; adicionalmente, se eliminaron las secuencias que
no cumplieron con un Phred score de 20 (Q20). Los singletons fueron descartados como
parte del procesamiento de datos dentro de DADAZ2. Finalmente, se decidié trabajar
Unicamente con las secuencias sentido 5’ -- 3”, debido a que, una vez realizada la limpieza

de las secuencias de ambos extremos, estas no se sobrelaparon.

La asignacién taxondmica con un 97% de identidad de las variantes de secuencias de los
amplicones (ASV por sus siglas en inglés), fue realizado usando el complemento fit-
classifier-naive-bayes (Pedregosa et al., 2015), contra la base de datos de referencia
SILVA 132 (Quast et al., 2013). Posteriormente para el analisis de los tratamientos, solo
los ASVs presentes minimo en dos réplicas de un tratamiento fueron empleados. La
prediccion funcional de las secuencias de bacterias y arqueas fue realizada mediante
PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved
States), soportada por GitHub (https://github.com/picrust/picrust2/wiki) basada en familia
de genes y genomas de referencia (Douglas et al., 2019).

La prediccion funcional de las secuencias de hongos fue realizada a través del
procesamiento de las secuencias de los ITS en PIPITS (Gweon et al.,, 2015). La alta
variabilidad de la longitud de las secuencias ITS1 e ITS2 impide el ensamblaje pareado,
por lo tanto, solo las secuencias ITS1 (sentido 5 — 3’) fueron empleadas para el andlisis.

Las secuencias seleccionadas fueron aquellas que tuvieron un minimo Phred score de 20

(Q20).

Se extrajo la region ITS y posteriormente, se realizo la dereplicacion con el fin de remover
las secuencias redundantes y secuencias Unicas menores de 100 pb; la deteccion y
remocion de quimeras fue realizada empleando UNITE v7.2 (Abarenkov et al., 2010), y el
set de datos de referencia de UCHIME (Edgar et al., 2011). Finalmente, PIPITS emplea
VSEARCH (Rognes et al., 2016) para el agrupamiento de secuencias en unidades
taxondmicas operacionales (OTUs por sus siglas en inglés) a un 97% de identidad, y

escoge la secuencia representativa de cada grupo para la asignacién taxonomica
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empleando RDP Classifier (Wang et al., 2007), contra la base de datos de referencia
UNITE v7.2. La prediccién funcional de las secuencias de hongos fue empleada con el fin
de asignar funciones ecologicas o modos tréficos (patotrofo, simbioétrofo, saprétrofo) de los
diferentes hongos encontrados en el estudio mediante el empleo de la base de datos
FunGuild v1.1.py soportada por GitHub (https://github.com/UMNFuN/FUNGuild; Nguyen et
al., 2016) (Figura 2-2). Las secuencias crudas se encuentran depositadas en el National
Center for Biotechnology Information (NCBI) bajo el Bioproject PRINA528984, con los
nameros de accesion SRR8785128 a SRR8785139 para las secuencias del gen 16S rRNA,
y SRR8785186 a SRR8785197 para las secuencias de las regiones ITS.

Figura2-2: Diagrama de flujo de procesamiento de secuencias de 16S rRNA y de
secuencias de ITS provenientes de tiempo de floracién de suelo rizosférico y de secuencias

de 16S rRNA de tiempo inicial, degradacién y final provenientes de suelo de soporte.
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2.7.3 Procesamiento de secuencias 16s rRNA en los tiempos
inicial, degradacion y final

Los datos crudos de las secuencias de 16S rRNA para el tiempo inicial, degradacion y final,
previamente analizados por (Carrefio-Carrefio, 2019), fueron nuevamente procesados en
QIIME2 v 2019.7. Inicialmente se unieron las secuencias pareadas y se seleccionaron
aquellas con una longitud minima de 400 pb, posteriormente se realizé la remocién de los
adaptadores y un primer filtro de calidad con un minimo Phred score de 20 (Q20); en el
siguiente paso se realiz6 la dereplicacion y el agrupamiento en OTUs mediante la
estrategia open reference a través de VSEARCH contra la base de datos SILVA 132 (Quast
et al., 2013).

En los pasos subsiguientes se realiz6 la eliminacion de las quimeras por el método de
novo, excluyendo incluso las quimeras borderline; la asignacién taxonémica se realiz6 con
la base de datos de referencia SILVA 132 a un 97% de identidad; mientras que la filogenia
fue obtenida mediante el complemento align-to-tree-mafft-fasttree en QIIME2 v 2019.7.
Una vez obtenida la tabla de conteos, se aplicé un filtro para eliminar toda secuencia que
no estuviese presente en minimo dos de las tres réplicas; adicionalmente se eliminaron las

secuencias que presentaron coincidencias con mitocondrias y cloroplastos (Figura 2-2).

Las secuencias crudas se encuentran depositadas en el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) bajo el Bioproject PRINA528984, con los nuimeros de accesion
SRR1281712 a SRR12811709.

2.7.4 Procesamiento de secuencias obtenidas por metagenémica
(shotgun)
Las secuencias crudas fueron mapeadas contra la secuencia del genoma de la planta
huésped (Oryza sativa) con el fin de eliminar secuencias contaminantes. Se empleo Sickle
(https://github.com/najoshi/sickle), con el fin de mantener un Phred score minimo de 30
(para tener una mejor calidad de las secuencias al tener una llamada incorrecta de las
bases por cada 1000 bases, 1:1000) y una longitud minima de 75 pb, de esta manera
guedaron solo secuencias de alta calidad. El ensamblaje de las secuencias se realiz6 a

través de Mehagit v.1.2.9 (Li et al. 2015) se realizé una comparacion entre los parametros
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meta (genéricos para metagenomas), meta-sensitive (mas sensible), meta-large (para
metagenomas largos y complejos), finalmente la longitud de los k-mers seleccionados
fueron los que presentaron mejor resultados, es decir k-mers con longitud 31, 51, 71, 91,
99, 117.

Los contigs resultantes fueron empleados para la prediccion de genes a través de Prodigal
v.2.6.3 (Hyatt et al., 2010) y FragGeneScan v.1.31 (Rho et al., 2010). Los genes resultantes
fueron asignados a la taxonomia, a través de Diamond contra la base de datos no
redundante Blast del NCBI de Julio-2019. La mas baja clasificacién del ancestro comun
fue determinada usando MEGAN v.6.18.0 (Huson et al., 2007). Todos los contigs fueron
procesados con antiSMASH v.5.0 (Blin et al.,, 2019; Medema et al., 2011) con los
pardmetros por defecto, con el fin de identificar grupos de genes biosintéticos (BGCs por

sus siglas en inglés).

Posterior de la prediccion de genes, se realiz6 la anotacién empleando dbCAN (Huang et
al., 2018; Yin et al., 2012; H. Zhang et al., 2018) con el fin de anotar enzimas activas sobre
carbohidratos (CAZyme), responsables de la sintesis, degradacion y modificacion de todos
los carbohidratos. La anotacién funcional fue realizada empleando UProc para anotar
genes con la base de datos de KEGG y Pfam mediante la plataforma Cyverse

(https://de.cyverse.org/de/) (Figura 2-3).

Figura 2-3: Diagrama de flujo de procesamiento de datos metagenomicos siguiendo el
protocolo propuesto por Carrion et al., (2019) con las modificaciones mencionadas en el

texto y que se visualizan en este diagrama.
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2.8 Objetivo 2: Determinar el efecto de la aplicacion de
una enmienda de carbono sobre la actividad
enzimaticas asociada a algunas funciones del ciclo
del C, N,y P en cultivos de arroz

2.8.1 Actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo de
carbono

La actividad celulasa (EC 3.2.1.4), se determin6 mediante el método propuesto por
(Schinner & Mersi, 1990), el cual permite la determinacion de azUcares reductores
generados posterior a la incubacion de las muestra de suelo (5 g) con carboximetil celulosa
(CMC) 0.7% en buffer acetato (pH 5.5) por 24 h a 50°C. Este método estima la actividad
endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa. Los resultados fueron expresados como
pg de azucares reductores producidos en 24 h por gramo de suelo seco (g de azucares
reductores gss-24h™'). Todas las determinaciones fueron realizadas por cuadriplicado

contra cuatro controles.
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Por su parte la actividad B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) fue estimada por el método propuesto
por Eivazi & Tabatabai (1988), con algunas modificaciones. Este método se basa en la
determinacion espectrofotométrica de p -nitrofenol liberado luego de 1 h de incubacion de
las muestras de suelo con el sustrato p-nitrofenil-B-D-glucopirandésido - (pNPG).
Brevemente 200 mg de suelo fueron incubados con sustrato (pPNG 25mM) a pH 6.0 y
37°C, después de 1 h se adicioné CaCl, 0.5 My el buffer universal modificado pH 12.0, se
mezclé por medio de un vortex y se centrifugé por 10 min a 8000 rpm a 4°C, el
sobrenadante fue diluido 1:4 y la cantidad de p-nitrofenol liberado por la enzima fue
colorimétricamente determinado a 400 nm en un lector de microplacas de 96 pozos Multi-
Scan™ FC (Thermo Fisher Scientific - USA). La actividad de la enzima fue expresada como

ug de producto por gramo de suelo seco por hora (ug de pNPG-gss™*-h?).

La actividad B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) y B-galactosidasa (EC 3.2.1.23), se desarrollaron
de acuerdo a los protocolos propuestos por Eivazi & Tabatabai (1988) con ligeras
modificaciones. El procedimiento fue el mismo que para la actividad B-glucosidasa, donde
se cambid el sustrato a p-nitrofenil-B-D-xilanopirandsido (pPNPX) para determinacion de
B-xilosidasa y a p-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (pPNPGa) para la actividad [-
galactosidasa. La actividad de la enzima fue expresada como pg de producto por gramo
de suelo seco por hora (ug de pNPX-gss*-hty ug de pNPGa-gss™*-h™). Estas actividades
fueron reportadas en la tesis de pregrado “Efecto del manejo del tamo de arroz sobre la
abundancia de microorganismos totales, celuloiticos y ligninoliticos cultivables vy
actividades enzimaticas asociadas al ciclo del carbono” desarrollada por (Murillo-Antolinez,
2018).

2.8.2 Actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo del
fosforo

La determinacion de las actividades fosfatasa acida (EC 3.1.3.2) y fosfatasa alcalina (EC

3.1.3.1) se realiz6 mediante el método propuesto por Eivazi & Tabatabai (1977) y

Tabatabai & Bremner (1969) basado en la determinacion de p-nitrofenol liberado luego de

la incubacién de una suspension proveniente de una dilucion de los suelos analizados con

p-nitrofenil fosfato (pNPP) como sustrato por un periodo de 1 h a 37°C.
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Brevemente 200 mg de suelo fueron incubados con sustrato (pNPP 15mM) y Buffer
Universal Modificado (MUB) a pH 6.5 ajustado con HCL 0.1 M o pH 11 ajustado con NaOH
0.1M (dependiendo si la determinacién es para fosfatasa 4cida o alcalina respectivamente)
y 37°C, después de 1 h se adicion6 CaCl, 0.5 My NaOH 0.5 M, se mezcl6 en un vortex y
se centrifug6 por 10 min a 8000 rpm a 4°C, el sobrenadante fue diluido 1:9 y la cantidad
de p-nitrofenol liberado por la enzima fue colorimétricamente determinado a 400 nm en un
lector de microplacas de 96 pozos Multi-Scan™ FC (Thermo Fisher Scientific - USA). La
actividad de la enzima fue expresada como pg de producto por gramo de suelo seco por

hora (ug pNPP-gss*-h™).

2.8.3 Actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo del
nitrégeno

La actividad proteasa (EC 3.4.21.112) se determiné de acuerdo al protocolo propuesto por
Ladd & Butler (1972), esta prueba se basa en la determinacion de aminoacidos liberados
posterior a la incubacion de 0.1g de suelo con buffer Tris (50mM) a pH 8.1 donde el
caseinato de sodio se emple6 como sustrato. La mezcla fue incubada por dos horas a
50°C. La reaccion se detuvo por la aplicacion de &cido tricloroacético (15%) y
posteriormente se centrifugdé a 10.000 rpm por 10 min a 4°C, el sobrenadante se mezclé
con el reactivo de Folin-Ciocalteus en solucion alcalina y determinado fotométricamente a
700 nm. La actividad enzimatica se reporta como miligramos de tirosina por gramo de suelo

seco por dos horas (mg tirosina-gss?-2h?).

La actividad ureasa (EC 3.5.1.5) por su parte, se determiné de acuerdo al protocolo
propuesto por Kandeler & Gerber (1988), mediante el cual se cuantifica colorimétricamente
el amonio liberado posterior a la incubacion de 250 mg de suelo con buffer borato a pH10
y urea al 20% como sustrato. La mezcla se incuba a 37°C por dos horas momento en el
cual se detiene la reaccion con KCI 1N y se lee a 690nm. Esta actividad se reporta como
microgramos (ug) de Nitrégeno proveniente del amonio por gramo de suelos seco por dos
horas (ug NH4-N-gss™-2h?).

Finalmente, la nitrogenasa (EC 1.18.6.1), fue determinada por el método de reduccién de
acetileno segun lo propuesto por Limmer & Drake (1996) con leves modificaciones a saber,
se adicion6 una solucién de glucosa/manitol (10g/L) a las muestras de suelo en un frasco

ambar, a la cual se le retira el 20% v/v de atmésfera y se reemplaza con acetileno, se
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incuba a 32°C por tres dias. La medicién se realiza luego de inyectar 1 mL de la atmosfera
del frasco en el cromatégrafo de gases Shimadzu GC-2014 con el fin de detectar la
concentracion de etileno generado a consecuencia de la actividad de reduccion de
acetileno. Tanto el acetileno como el etileno pueden ser identificados mediante
cromatografia de gases empleando para ello nitrbgeno como gas de arrastre. Finalmente,
la cantidad de etileno generado se calcula mediante la comparacién frente una curva
estdndar de calibracion. Los resultados se expresan en nanogramos (ng) de etileno

producidas por gramo de suelo seco por hora (ng-gss?-1h?).

La actividad proteasa (EC 3.4.21.112), ureasa (EC 3.5.1.5) y nitrogenasa (EC 1.18.6.1),
fueron reportadas en la tesis de maestria “Evaluacion de diversidad taxonémica y funcional
de microorganismos relacionados con el ciclo de nitrégeno en suelos de cultivo de arroz

con diferentes manejos del tamo” desarrollada por Carrefio-Carrefio (2019).

2.9 Objetivo 3: Seleccionar y evaluar genes indicadores
del efecto de la incorporacion del tamo sobre la
estructura y funcién de la comunidad microbiana
asociada a los ciclos de C, N, y P en un cultivo
comercial de arroz

2.9.1 Seleccidon de genes indicadores y disefio y evaluacion de
cebadores

Para los ciclos biogeoquimicos de C, N y P, se reviso en literatura secuencias de cebadores
previamente reportadas que identificaran procesos de interés en el estudio. Asi para el
ciclo de carbono entre los procesos de interés tenemos: 1. Metanogénesis (gen metil
coenzima-M reductasa - mcrA); 2. Metanotrofia (gen metano monooxigenasa particulado -
pmoA), 3. Degradacion de carbono (gen que codifica para la familia glicosil hidrolasa 1 —
GH1 - B-glucosidasa — Cel; gen que codifica para la familia glicosil hidrolasa 3 - GH3 — -
glucosidasa/xylan 1,4 — B xilosidasa; gen que codifica para la familia glicosil hidrolasa 6 -

GH6 - Celobiohidrolasa Il — endoglucanasa y celobiohidrolasa).

Debido a que en el momento de la revision bibliografica no se encontré reporte de

cebadores para el gen de la B-glucosidasa, se procedi6 al disefio de cebadores por medio
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de la herramienta ]-CODEHOP (Boyce et al., 2009). Brevemente, en la base de datos del
NCBI, se seleccioné cada una de las diferentes secuencias de proteinas identificadas
como B-glucosidasa, posteriormente se verificd la secuencia en la base de datos de
proteinas Pfam, que perteneciera a la GH1 o GH5. Una vez confirmadas se realizo la
selecciéon de secuencias bacterianas y un posterior alineamiento en Bioedit, donde se
obtuvo la secuencia consenso. Esta secuencia fue introducida en j-CODEHOP que arrojé
ocho posibles parejas de cebadores, de donde se selecciond una pareja por su capacidad

de reconocimiento de los motivos de proteinas de interés.

En cuanto al ciclo de fésforo el interés se enfocé en procesos como: 1. Mineralizacion (gen
fitasa de hélice - BPP) y (gen fosfatasa alcalina — ALPS). Mientras que, para el ciclo de
nitrégeno, los procesos de interés fueron: 1. Fijacién de nitrégeno (gen nitrogenasa - nifH);
2. Nitrificacibn (gen amonio monooxigenasa - amoA de bacterias y arqueas); 3.
Desnitrificacion (gen nitrito reductasa — nirK; gen 6xido nitroso reductasa — nosZ; gen 6xido

nitrico reductasa — norB; gen nitrato reductasa - narG); 4. Mineralizacion (gen ureC).

Una vez seleccionados todos los cebadores para los procesos de interés, se probo tanto
las concentraciones de los reactivos, asi como el perfil de ciclos térmicos para el desarrollo
de las PCR convencional. En la tabla 2-1, se sefialan los cebadores que finalmente
generaron resultado, la lista completa de cebadores estudiados se encuentra en el anexo
B.

Tabla 2-1: Listado de cebadores y condiciones de ciclos térmicos empleados en PCR

convencional para la amplificacién de los genes de interés

amoA  amoA-1F 490 bp Clon de 95°C x 10 min, (Le Roux et
(GGGGTTTC suelo 1 ciclo al., 2008)
TACTGGTG 94°C x 1 min,
GT) 60°C x 1 min,
amoA2R 72°C x 1 min,
(CCCCTCKG 40 ciclos
SAAAGCCT 72°C X 7 min

TCTTC)
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amoA.A Arch-amoAF 624 bp Clon de 95°C x 10 min, (Le Roux et
(STAATGGT suelo 1 ciclo al., 2008)
CTGGCTTA 94°C x 40 segq,
GACG) 56°C x 30 segq,
Arc-amoA2R 72°C x 1 min,
(GCGGCCA 40 ciclos
TCCATCTGT 72°C x 5 min
ATGT)

nifH FGPH19 452 bp Clon de 95°C x 10 min, (Poly et al.,
(TACGGCAA suelo 1 ciclo 2001;
RGGTGGNA 94°C x 1 min, Simonet et
THG) 55°C x 27 seq, al., 1991)
PolR 72°C x 1 min,

(ATSGCCAT 40 ciclos
CATYTCRC 72°C x5 min
CGGA)

GH 6 Cel2F 150 bp Clon de 95°C x 10 min, = (Merlin et al.,
(ACCTGCCC suelo 1 ciclo 2014)
GRCCGYGA 95°C x 40 segq,

CT) 64°C x 45 segq,
Cel 2R 72°C x 30 seq,
(GAGSGART 40 ciclos
CSGGCTCR 72°C x5 min
AT)

2.9.2 Elaboracion de curva estandar para la cuantificacion de
secuencias a traves de PCR en tiempo real

A partir de células quimicamente competentes de E. coli DH5-a conservadas por maximo
un mes a -80°C, se realizé la clonacion y transformacién con los genes seleccionados,
empleando el kit TOPO® TA Cloning® Kit, Invitrogen, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Fueron seleccionadas las colonias blancas en agar LB suplementado con
ampicilina y kanamicina (50 pg-mL™? para cada antibiético), X- GAL (40 mg-mL™) e IPTG
(100 mM), incubadas por 24 h a 37°C. Posteriormente la seleccién de las transformantes
fue realizada mediante amplificacion con los cebadores M13F/M13R para verificar la
insercion del fragmento de interés. Finalmente, se realizé la extraccion del plasmido con el
kit PureLink® Quick Plasmid DNA Miniprep Kits, siguiendo las instrucciones del fabricante,

y finalmente el plasmido fue suspendido en agua.

El tamafio del plasmido que ya incluia el inserto fue confirmado en gel de agarosa al 2%

tefiido con SYBR™ Safe™ de Invitrogen™. El plasmido fue secuenciado en el Instituto de
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Genética de la Universidad Nacional de Colombia (IGUN) con el fin de confirmar la
identidad del gen clonado a partir de suelo. Las secuencias de los clones obtenidos se
analizaron en un alineamiento local contra la base de datos de secuencia de nucle6tidos y
proteinas del GenBank del NCBI empleando BLASTn y BLASTX, de esta manera se
confirmd que el fragmento clonado correspondia al gen de interés. La cuantificacion de la
concentracion del ADN plasmidico fue realizada por fluorometria con el kit Quant-iT TM
dsDNA BR Assay en el equipo Qubit® de Invitrogen y por espectrofotometria en NanoDrop

One®. Con este dato se calculé el nimero de copias mediante la formula:

([nanogramos del constructo] x (6.022x10%3)

(Tamarfio en pares de bases del constructo) x (1x10°) x 650

Una vez determinado el nUmero de copias se gener6 una curva estandar con una serie de
diluciones en base diez del plasmido (10! a 10°) para una cuantificacién absoluta (Jiang et
al., 2015); esta curva permitio relacionar el nUmero de copias del gen con los valores del
Ct (Threshold cycle), mediante una regresién lineal (Bustin, 2000), donde se tuvo en cuenta
el andlisis de melting curve (Yoshida et al., 2009) y el método de cuantificacion por segunda

derivada.

2.9.3 Evaluacién y analisis de las muestras

La PCR en tiempo real (QPCR) se realiz6 con los cebadores indicados en la tabla 2-1, para
esta determinacion el kit empleado fue LightCycler® 480 SYBR Green en el equipo

LightCycler® 480 (Roche), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para el andlisis de las muestras, el DNA se normalizé a una concentraciéon de (12 ng-uL?
para el gen amoA, 5 ng-uL? para los genes nifH, amoA.A, ALPS vy la familia GH6). La
especificidad de los productos amplificados fue confirmada por el analisis de la curva
melting, donde se observo un solo pico melting y una Unica banda del tamafio esperado
en gel de agarosa al 2%. La eficiencia de amplificacion fue calculada usando la féormula

E=[10(-1-slope™)?] y el nimero de copias fue normalizado a gramo de suelo seco.

Los posibles efectos inhibitorios sobre la PCR causados por ejemplo por la presencia de
acidos humicos fueron analizados a través de la determinacion de la dilucion éptima del
DNA de suelo. De igual forma se adicioné albumina de suero bovino (BSA) a la mezcla de

PCR con el fin de disminuir los efectos inhibitorios de los acidos humicos. Cada placa
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consistid en tres réplicas biologicas independientes, ademas de estandares del plasmido
purificado y controles negativos por triplicado.

2.10 Analisis estadisticos

2.10.1 Secuenciacion dirigida y metagendmica

La a-diversidad de los tratamientos durante el periodo inicial, degradacion, floracion y final
basados en el gen 16S rRNA fue estimada posterior a la rarefaccion de los OTUs/ASVSs,
los indices de a-diversidad incluyeron riqgueza de OTU/ASVs (DeSantis et al., 2006) y el
indice de Shannon (Shannon, 1948). La estimacién de la a-diversidad de la region ITS se
determiné luego de la rarefaccion de los OTUs e incluyé los indices mencionados con
anterioridad. El esfuerzo de muestreo fue estimado por medio de indice Good’s coverage
(Good, 1953) y las curvas de rarefaccion; se emplearon los OTU/ASVs = 2 conteos. Para
la identificacion de las diferencias significativas en los diferentes indices de a-diversidad
tanto bacteriana como flngica se ejecuto la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las
evaluaciones fueron desarrolladas en QIIME2 y R® empleando los paquetes FSA, lattice,

psych, multcompView, y rcompanion (R Core Team, 2019).

Se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCoA, por sus siglas en inglés), en
combinacion con un andlisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA)
basados en la matriz de disimilaridad de Bray-Curtis, con el fin de visualizar las fuerzas
gue manejan la variaciéon de la comunidad microbiana y determinar la diversidad beta. Los
andlisis de cluster jerarquico de comunidades bacterianas y fangicas se basaron en la
matriz de disimilaridad mencionada con anterioridad y el algoritmo de agrupamiento

empleado fue el método Ward en MicrobiomeAnalyst (https://www.microbiomeanalyst.ca/;

Dhariwal et al., 2017) y R®. Con el fin de determinar las diferencias entre los OTUs/ASVs
de los diferentes tratamientos se realizaron dos andlisis, para el tiempo de floracion se
realiz6 una prueba de modelo lineal generalizado binomial negativo - DESeq2 (Love et al.,
2014) en R®y para los otros tiempos, un andlisis discriminatorio lineal teniendo en cuenta

el efecto del tamafio — LEfSe (Segata et al., 2011) en Galaxy (https://usegalaxy.org/).


https://www.microbiomeanalyst.ca/
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Para la identificacion de la comunidad microbiana que conforma el core, se diferencio el
tiempo de floracion de los otros tiempos, debido a la naturaleza rizosférica de los datos de
floracién. La comunidad microbiana core del tiempo de floracion fue analizada mediante la
herramienta MetaCoMet (Metagenomics Core Microbiome Exploration Tool;
https://probes.pw.usda.gov/MetaCoMET/; Wang et al., 2016), los parametros empleados
fueron: 0.1% de abundancia relativa, empleando la minima abundancia relativa, y el
método de composicion, en el diagrama de Venn con los siguientes ajustes: abundancia
relativa entre grupos: 0.5 para bacterias y 0.3 para hongos, finalmente se generé un mapa
de calor de los microorganismos del core mediante medidas de distancia euclidiana y el
algoritmo de agrupamiento de Ward. En el caso de los tiempos, inicial, degradacion y final,
la identificacion de los microorganismos pertenecientes al core fue realizada en QIIMEZ2,
mediante la seleccién de una fraccion minima de 0.8 y visualizada en R® a través del
diagrama de Venn donde se seleccion6 una persistencia de 100-90, es decir, para ser
considerado core debe estar presente en todos los tratamientos en los tres tiempos de

muestreo.

El analisis de redes de co-ocurrencia fue desarrollado para los tiempos inicial, degradacion
y final en R®, usando la estimacion de covarianza de inversion dispersa (SPIEC-EASI).
Para cada andlisis de la red, p-valores fueron obtenidos de 99 permutaciones de
selecciones aleatorias de la tabla de datos y sujetos al mismo andlisis estadistico. Las
correlaciones con una magnitud > 0.9 o < -0.9 y significancia estadistica (p < 0.05) fueron
incluidos dentro de los andlisis de la red. Los nodos en las redes reconstruidas representan
los OTUs, mientras las conexiones corresponden a la correlacion entre los nodos. La

visualizacion de la red fue construida usando R®.

Las pruebas estadisticas empleadas para la prediccién funcional de las secuencias de
16rRNA e ITS, fueron implementadas en STAMP (Statistical analysis of taxonomic and
functional profiles, por sus siglas en inglés) (Parks et al., 2014), con el fin de identificar las
diferencias estadisticas de los genes de los KO almacenadas en Kegg para los
tratamientos, empleando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con posterior

correccion de Benjamini-Hoechberg con un valor seleccionado de p < 0.05.


https://probes.pw.usda.gov/MetaCoMET/
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El andlisis estadistico de las muestras de metagendmica fue realizado para los KO, asi
como los numeros Pfam obtenidos, mediante STAMP, a través de la comparacion entre
grupos multiples empleando como método estadistico la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, como test post-hoc Welch’s, y Benjamini-Hoechberg como método de
correccion con un P < 0.05 esto con el fin de determinar si las abundancias relativas de las

categorias de los genes funcionales presentaban diferencias significativas.

El andlisis estadistico de los genes que codifican para las enzimas activas de carbohidratos
(CAZymes) fue realizado mediante STAMP a través de la comparacion entre grupos
multiples empleando como método estadistico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
como test post-hoc Welch'’s, y Benjamini-Hoechberg como método de correcciéon con un p
< 0.05. Adicionalmente se emple6 MicrobiomeAnalyst donde también fueron evaluadas las
enzimas activas de carbohidratos que poseian recuentos = 2, donde se eliminé toda
enzimas con menos de 10% de prevalencia en las muestras; posteriormente se realiz6 una
transformacion tipo centered log ratio y el analisis estadistico se realizé empleando

metagenomeseq mediante el ajuste zero-inflated Gausiano.

2.10.2 Actividades enzimaticas

Las actividades enzimaticas fueron evaluadas empleando cuatro replicas bioldgicas por
tratamiento. Se seleccioné un p < 0.1. Inicialmente se realiz6 un analisis de interaccion
tratamiento - localizacién para determinar si hubo interferencia de la ubicacion de los
tratamientos con el resultado obtenido, de igual forma se analiz6 la interaccion tratamiento
— tiempo mediante la prueba de Scheirer-Ray-Hare, una prueba no paramétrica de analisis
de varianza de dos vias, con posterior prueba post hoc Dunn test para la determinacion de

comparaciones multiples.

Cuando la interaccién fue negativa se procedié a verificar el cumplimiento de los supuestos
de normalidad (Shapiro-Wilks) (Shapiro & Wilk, 1965) homocedasticidad (levene y Barlett)
(Snedecor & Cochran, 1989). Para aquellos que cumplieron con los supuestos, se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) con los promedios de cada una de réplicas, la prueba
post-hoc empleado fue Duncan; cuando no se cumplié con los supuestos se empled la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, en este caso el test post-hoc empleado fue Dunn.
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Las pruebas estadisticas fueron evaluadas en R® empleando los paquetes rcompanion,
FSA, car, y agricolae (R Core Team, 2019).

2.10.3 Genes indicadores

El andlisis estadistico de los genes indicadores se realizd por triplicado para cada uno de
los tratamientos y los tiempos de muestreo, inicial, degradacion y final. Se seleccioné un p
< 0.1, que fue evaluado mediante un ANOVA o Kruskal-Wallis, de acuerdo con el
cumplimiento de los supuestos, las pruebas post-hoc empleadas fueron Duncan y Dunn
respectivamente. Las pruebas estadisticas fueron evaluadas en el software estadistico R®
empleando los paquetes FSA, car, y agricolae (R Core Team, 2019).






3.Resultados

3.1 Andlisis fisico-quimicos

El cultivo de arroz en todos los tratamientos estuvo bajo las mismas practicas agricolas,
incluyendo los periodos de inundacion y drenaje descritos previamente. El andlisis fisico-
qguimico realizado al final del cultivo en comparacion al analisis de diagnostico del terreno
demostré que el pH disminuy6 en el punto final en todos los tratamientos. El pH varié de
5.24 en el primer tiempo de muestreo a 5.06 (RS-B), 4.98 (RS-MMO), 4.91 (RS-IMO) y
4.90 (RS-M), con diferencias significativas entre RS-B y RS-M (p = 0.02) (Anexo C).

Las otras propiedades quimicas del suelo, como K, Na, Al, Py N no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos durante el experimento (p > 0.05). Por otra parte, los
niveles de Ca, Mg, Na y la capacidad de intercambio catiénico (CIC) disminuyeron en el
tiempo de cosecha, mientras los niveles de Al incrementaron en todos los tratamientos. Sin
embargo, no se evidenciaron diferencias estadisticas significativas. EI P tuvo un
incremento de alrededor de 17% en el tiempo en los tratamientos RS-IMO y RS-B, pero
permanecio similar al valor inicial en los otros tratamientos. De manera similar el carbono
organico en el tiempo en relacién con el tiempo inicial (44.0%) incrementd con valores de
los tratamientos en 54.5% (RS-MMO), 61.4% (RS-M), 61.4% (RS-IMO) y 56.8% (RS-B),

aungue sin diferencias estadisticas entre ellos (p > 0.05) (Anexo C).

3.2 Parametros vegetativos, reproductivos y
fitosanitarios del cultivo

El rendimiento del cultivo fue relativamente alto en todos los tratamientos (alrededor de 12
ton-hal), sin diferencias significativas entre los tratamientos. A pesar de esto, el
tratamiento RS-M produjo 1 ton-ha* menos en comparaciéon a los otros tratamientos.
Variables agron6micas como altura de la planta y llenado de granos (%) no presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos con excepcién de la altura de la planta, que
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presentd valores mas altos en el tratamiento RS-B en comparacion a los otros tratamientos
(p <0.05) (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Efecto del manejo del tamo de arroz, sobre variables agronomicas e
incidencia de patdégenos. ANOVA-Tukey 6 Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1 n =4,

Tratamientos

RS-MMO RS-IMO RS-B RS-M
Altura de fa planta g4 5 51, 100.7 ab 1015a  98.1b
(cm)
Variables Rendimiento
agronomicas (Kg-hal) 13.1 134 13.1 121
Grano vacio (%) 115 14.2 15.7 11.2
Burkholderia sp. 0 0 0 0
Rhizoctonia sp. 6.7b 149 a 6.7b 10.9 ab
Patégenos Sgg“mannomyce 98.1 80.5 89.0 100
(% incidencia) Pyricularia sp. 28.5 57.5 329 17.8
Helmitosporium
16.9 a 11.4b 17.8 ab 33.0a

sp.

Valores de los promedios de las variables agrondmicas o el porcentaje de incidencia de
patégenos con la misma letra no difieren significativamente. La altura de la planta en cm
fue tomada en el ultimo tiempo de muestreo (Tiempo de cosecha). RS-MMO: tamo de
arroz dejado en cobertura con aplicacién de inéculo microbiano; RS-IMO: tamo de arroz
con aplicacién de inéculo microbiano y posterior incorporacion al suelo; RS-B: tamo de
arroz quemado con posterior incorporacion de las cenizas y RS-M: tamo de arroz dejado
en cobertura.

En cuanto al estado fitosanitario del arroz al tiempo de cosecha, se logré la identificacién
de las siguientes patologias asociadas al cultivo: 1. Marchitez de la hoja relacionada a
Helminthosporium oryzae. 2. Mancha café o afiublo del arroz asociada al patégeno
Pyricularia oryzae. 3. Tizon de la vaina generado por Rhizoctonia solani y 4. Pudricion de
la vaina asociado a Gaeumannomyces graminis var. graminis. Es de destacar que a pesar
de que uno de los patdgenos que mas se reportd en el ciclo de cultivo anterior en el

municipio de Saldafia fue Burkholderia sp, (G. Garcés, comunicacion personal, 17 de
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octubre de 2016) en el ciclo de cultivo del ensayo, no se reportd la presencia de este
patégeno.

Gaeumannomyces graminis var graminis revel6 la mas alta incidencia en todos los
tratamientos (~91.9%), pero sin diferencias estadisticas entre ellos (p = 0.75). La incidencia
de Pyriculaia oryzae estuvo en promedio en 34.2% y al igual que el patdégeno anterior no
presentd diferencias estadisticas entre los tratamientos (p = 0.26). En contraste
Helmintosporium oryzae, presentdé un mayor porcentaje de incidencia en el tratamiento RS-
M (33.0%), presentando diferencias significativas (p = 0.07) frente a RS-IMO (11.4%)
cuando se compararon todos los tratamientos. Finalmente, el patégeno Rhizoctonia solani
también presenté una baja incidencia, donde los tratamientos RS-B (6.7%) y RS-MMO
(6.7%) disminuyeron significativamente la incidencia en comparacion con el tratamiento
RS-IMO (14.9%) (P = 0.07) (Tabla 3-1).

3.3 Objetivo 1: Evaluar el efecto de la aplicacion de una
enmienda de carbono sobre la estructura (abundancia
y rigueza de especies) y funciéon de la comunidad
microbiana del suelo asociada a un cultivo de arroz

3.3.1 Composicion, estructura y funcion de la comunidad
bacteriana en suelo rizosférico en tiempo de floracién

Un total de 803.226 secuencias parciales del gen 16S rRNA fueron obtenidas en la etapa

de floracién. Después del filtro de calidad se obtuvo un total de 408.009 lecturas de la

calidad deseada, con un promedio de 25.789 lecturas por muestra y un total de 1.122

diferentes variantes de secuencia de amplicones (ASVs por sus siglas en inglés) a partir

de todas las muestras.

El analisis de rarefaccion demostré que el esfuerzo de secuenciacion fue suficiente para
capturar la mayoria de la diversidad bacteriana en los diferentes tratamientos (Anexo D).
Aunqgue la comunidad bacteriana fue diversa, no se presentaron diferencias estadisticas
en la alfa diversidad entre los tratamientos (p > 0.05) (Anexo E). Sin embargo, el analisis
de beta diversidad mostré que los tratamientos se separaban en dos grupos, tal como se
observa en el PCoA (Figura 3-1) a pesar de no presentar diferencias estadisticas

significativas (p > 0.05).
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El primer grupo fue conformado por los tratamientos donde se dejo el TA en cobertura, es
decir, RS-MMO y RS-M, este grupo fue denominado M (por la palabra mulch o cobertura
en espafiol). El segundo grupo estaba conformado por los tratamientos donde el TA fue
incorporado al suelo de manera temprana, estos fueron RS-IMO y RS-B, el grupo fue
denominado El (por las palabras early incorporation o incorporacion temprana en espafiol).
De esta manera para los andlisis subsecuentes se agrupd y se comparoé el grupo M contra
el grupo El. Cuando se realizé esta comparacion, el PCoA revel6 diferencias estadisticas
entre los grupos (PERMANOVA — R2 =0.15; F = 1.78; p = 0.007) (Figura 3-1). Un andlisis
de agrupamiento jerarquico basados en todos los ASVs de todos los tratamientos confirmé

la presencia de los grupos de tratamientos El y M (Anexo F).

Figura 3-1:  Distribucion de la estructura de la comunidad bacteriana (B-diversidad) en
suelo rizosférico a tiempo de floracion. El Analisis coordinado principal (PCoA) de (a)
comunidad bacteriana total y (b) la comunidad bacteriana agrupada en los tratamientos de
cobertura (M) y los tratamientos tempranamente incorporados (El) basados en un
PERMANOVA realizado sobre la matriz de disimilaridad de Bray-Curtis.
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La microbiota bacteriana de la rizésfera de arroz de todos los tratamientos la conformaron
18 filos. El taxon dominante corresponde a las Proteobacterias (42%), seguido por
Bacteroidetes (9%), Firmicutes (8%), Cyanobacterias (8%), Epsilonbacteraeota (6%) y
Acidobacteria (6%) en promedio de abundancia relativa (AR). En total, mas del 79% de
todos los ASVs detectados fueron asociados con estos seis taxones (Anexo G). La
abundancia relativa a nivel de filos no fue estadisticamente significativa entre tratamientos.

Sin embargo, después de separar los tratamientos en el grupo de las coberturas (M) y los
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tempranamente incorporados (El), se encontraron diferencias en Proteobacteria (p
0.024), Epsilonbacteraeota (p = 0.024), Bacteroidetes (p = 7.03E-4) y Acidobacteria (p
0.007) (Anexo G).

En el filo de las Proteobacterias, a nivel de clase, las Gamma-Proteobacterias, fueron las
mas abundantes, representd el 32.1% en AR entre todos los tratamientos, siendo mas
elevada la AR en los tratamientos del grupo El con un 35.2% frente a los tratamientos del
grupo M con 28.9%, resultando en una diferencia estadistica significativa (p = 0.019). Las
clases Bacteroidia (p = 0.0022) y Campylobacteria (p = 0.051), fueron mas abundantes en
los tratamientos del grupo El (AR 11.0% y 8.3% respectivamente), comparados contra el
grupo M (abundancia relativa 7.7% y 5.5% respectivamente). Las Acidobacterias (p =
1.045E-4) por su parte se encontraban aumentadas en los tratamientos del grupo M (7.1%)

en comparacion con los tratamientos del grupo El (3.7%) (Anexo H).

A nivel de familia, la familia Burkholderiaceae fue el taxén dominante (12.4% en promedio
entre todos los tratamientos), seguido por las familias Sulfuricellaceae, Sulfurospirillaceae,
Chitinophagaceae y Aeromonadaceae, con promedios de AR de 7.6%, 6.2%, 4.0% y 2.9%,
respectivamente (Anexo I). Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos. Caso contrario ocurrié con la familia Tannerellaceae, significativamente
mayor (p = 0.002) en tratamientos agrupados como El (1.06%) en comparacién con los

tratamientos del grupo M (0.19%) (Anexo |).

A nivel taxondmico de género, los promedios de las AR permitieron identificar a
Ferritrophicum (7.6%), Sulfurospirillum (6.2%), Comamonas (4.1%), Polaromonas (2.9%),
Aeromonas (2.9%), Bacillus (2.2%) y Bradyrhizobium (2.0%) como los géneros mas
abundantes, sin diferencias significativas entre los tratamientos (Anexo J). Es importante
resaltar que Bryobacter (p = 0.0025) y Micromonospora (p = 0.036) mostraron mayor
abundancia relativa en los tratamientos del grupo M (1.7% y 1.3% respectivamente) que

en los tratamientos del grupo EI (0.8% y 0.8% respectivamente) (Anexo J).

El core es definido como la minima comunidad de ASVs compartidos entre todos los cuatro
tratamientos: El core en este estudio fue explorado a través del programa MetaCoMET,
estableciéndose que esta conformado por 170 ASVs y corresponde al 15% de todo el
microbioma bacteriano. En cada nivel de filogenia la dicotomia entre los tratamientos de

los grupos My El fue confirmada (Figura 3-2). A nivel de filo los niveles de Actinobacteria
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y Proteobacteria en el grupo de tratamientos M (3.31% y 4.09% respectivamente) excedio
los del grupo de tratamientos ElI (2.37% y 3.76 respectivamente), mientras
Epsilonbactereaota fue mayor en el grupo El (2.06%) frente a los tratamientos del grupo M
(1.50%).

Figura 3-2: Core de la comunidad bacteriana. (A) El diagrama de Venn muestra las
particiones de variacion en la composicion de la comunidad bacteriana. (B) Analisis de
agrupamiento jerarquico y mapa de calor empleando la matriz de disimilaridad de Bray-
Curtis y el método de Ward para calcular la distancia. Las filas se agrupan de acuerdo con
la filogenia a nivel de género (los nhombres se han eliminado de la grafica con el fin
visualizar la figura en su totalidad), mientras las columnas se agrupan de acuerdo al

tratamiento.
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A nivel de orden, Campylobacteriales fue mayor en los tratamientos del grupo El (2.06%)
frente a los del grupo M (1.5%), mientras los O6rdenes Rhizobiales, Chloroflexales y
Micromonosporales, fueron mayor en los tratamientos del grupo M (8.49%, 3.27% y 1.77%,
respectivamente), que en los tratamientos del grupo El (6.64%, 2.70% y 1.20%,

respectivamente), sin presentar diferencias estadisticas significativas.
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Sulfurospirillum fue el género mas comun en el core, con 16.8% de AR entre todos los
tratamientos. Sin embargo, Comamonas (con 7% de AR en promedio), Bradyrhizobium, y
Flavisolibacter (con 5% de AR cada uno) y Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia
(4% AR), también fueron de importancia en la formacion del core. En detalle,
Sulfurospirillum mostré un 19.7% de AR en los tratamientos del grupo El, frente a un 13.9%
en los tratamientos del grupo M; Micromonospora fue mas abundante en el grupo M (1.7%

en promedio) comparado con el grupo El (1.2%), sin diferencias estadisticas significativas.

Con el objeto de llevar a cabo una prediccién funcional de la comunidad bacteriana
presente en cada tratamiento se empled el programa PICRUSt2, lo que revel6 diferencias
significativas (p < 0.05) entre los grupos de tratamientos El y M. La prediccion mostré
diferencias en 21 funciones, de las cuales 11 tenian una mayor proporcién en el grupo El
frente a 10 para el grupo M. Estas funciones abarcaron procesos biosintéticos y procesos
de degradacion. En detalle, el numero de procesos de biosintesis fue mayor en el grupo M
(10) en comparacion al grupo El (6), mientras el numero de procesos de degradacion fue
mayor en el grupo El (5) frente al grupo M (3).

La prediccion arroj6 que la mayoria de los procesos biosintéticos hacen referencia a la
biosintesis de aminoacidos (lisina, treonina, metionina, glicina y aspartato, entre otros) la
sintesis de DNA y la produccién de energia; mientras que los procesos de degradacién se
encuentran involucrados en la degradacién de fuentes de carbono simples (sacarosa,
glucosa) y complejas (catecol), asi como degradacién de compuestos fosforados (mio-
inositol) (Figura 3-3).

Figura 3-3:  Prediccién funcional bacteriana usando PICRUSt2. Los analisis estadisticos
para la comparacion entre los grupos cobertura (M) e incorporados tempranamente (El) se
realizaron mediante el test de Welch con correccion de Bonferrroni, con un p < 0.05, en el
software STAMP. n=6.
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3.3.2 Composicion, estructuray funciéon de la comunidad fungica
en suelo rizosférico en tiempo de floracion

A partir de las 12 muestras de suelo rizosférico, se obtuvo un total de 1.363.746
secuencias. Después del proceso de filtrado de calidad, se obtuvo un total de 1.177.977
secuencias con un promedio de 67.324 lecturas por muestra. Finalmente, se obtuvo un
total de 932 unidades taxonomicas operacionales (OTU, por sus siglas en inglés),
identificando 132 filotipos. El andlisis de rarefaccién indicé que el esfuerzo de muestreo
fue suficiente para capturar la mayoria de la diversidad fungica (Anexo D). La comunidad
fungica presentd baja diversidad alfa en comparacion a la comunidad bacteriana. Por otra
parte, no se presentaron diferencias estadisticas en la diversidad alfa y beta entre los
tratamientos (Anexo E); la beta diversidad flngica fue inspeccionada con PERMANOVA
(R?=10.29; F = 1.09; P = 0.34) (Figura 3-4).

Figura 3-4:  Distribucion de la estructura de la comunidad fangica (B-diversidad) en suelo
rizosférico a tiempo de floracién. El Analisis coordinado principal (PCoA) basados en un
PERMANOVA realizado sobre la matriz de disimilaridad de Bray-Curtis.
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Ascomycota, fue el filo mas abundante (52.1% del total de secuencias, en promedio entre
los cuatro tratamientos), seguido por Chytridiomycota (0.37%), Mortierellomycota (0.23%),
Rozellomycota (0.29%) y Basidiomycota (0.23%) como los cinco filos principales. Sin
embargo, aproximadamente 44.5% de las secuencias de los hongos no fueron asignados

a ningun grupo taxonémico especifico (Anexo K).

A nivel de orden 27 taxones fueron identificados, siendo Sordariales (23.5%), Pleosporales
(3.4%), Hypocreales (1.2%) y Eurotiales (0.78) los mas abundantes entre todos los
tratamientos (Anexo K). Sordariales e Hypocreales mostraron bajas AR en el tratamiento
RS-B (1.4% y 0.9%, respectivamente) comparados con los otros tratamientos (2.6% y 1.2%
en promedio, respectivamente). Por otro lado, Eurotiales present6 mayor AR en RS-B

(1.1%) en comparacién a los otros tratamientos (0.6% en promedio).

Entre todos los géneros, los mas abundantes fueron Penicillium (0.3%), Edenia (0.27%),
Aspergillus (0.23%), Lagena (0.22%) y Talaromyces (0.19%). A pesar de la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en los géneros
mencionados con anterioridad, es importante mencionar que Penicilium y Edenia
presentaron mayores valores de AR en el tratamiento RS-B (0.69% y 0.58%
respectivamente) frente a otros tratamientos (0.17% Penicillium y 0.17% Edenia, promedio
de los tratamientos RS-MMO, RS-IMO y RS-M). Por otra parte, Sarocladium tuvo una AR
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significativamente mayor en el tratamiento RS-MMO frente al tratamiento RS-B (0.29% vs
0.02%; p = 0.0018) (Anexo L). Vale la pena mencionar que la gran mayoria (92.5%) de
OTUs fungicos, no pudieron ser asignados a nivel de género.

En cuanto al core fungico, fue conformado por 204 OTUs, lo que corresponde a 21.86%
del microbioma fungico (Figura 3-5). Notablemente, 42% de las secuencias no pudieron
ser asignadas mas alla del dominio hongo. Ascomycota fue el filo mas dominante, con un
57% de AR. A nivel de orden, Sordariales y Pleosporales fueron los taxones mas

abundantes en el core, con 30% y 4% respectivamente de AR entre todos los tratamientos.

Figura 3-5: Core de la comunidad fangica. (A) El diagrama de Venn muestra las
particiones de variacion en la composicién de la comunidad fungica bacteriana. (B) Analisis
de agrupamiento jerarquico y mapa de calor empleando la matriz de disimilaridad de Bray-
Curtis y el método de Ward para calcular la distancia, las filas se agrupan de acuerdo con
la filogenia a nivel de orden (los nombres se han eliminado de la grafica con el fin visualizar

la figura en su totalidad), mientras las columnas se agrupan de acuerdo al tratamiento.
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El mapa de calor generado a partir de core donde se emplearon las secuencias agrupadas

a nivel de orden indica de manera clara que los tratamientos con tamo de arroz (RS-IMO,
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RS-MMO y RS-M) fueron agrupados a nivel de orden (Figura 3-5), dejando el tratamiento
de quema como un grupo Unico. Ademas, los tratamientos de tamo de arroz donde se
aplicaron microorganismos formaron un grupo unico (RS-MMO y RS-IMO) (Figura 3-5),
basado en diferencias puntuales en términos de AR de los taxones dominantes, sin
diferencias estadisticas significativas entre ellos.

Para la prediccién funcional se empleé el programa FUNGuild, donde se evidencié que
solo un 10.7% del total de OTUs, pudo ser asignado a uno de los tres principales modos
troficos como son patétrofos, saprotrofos y simbiotrofos, ademas de sus posibles
combinaciones (Figura 3-6). De esta manera, 22 rasgos funcionales fueron identificados,
la mayoria de ellos asociados a saprétrofos no definidos (74.8% AR), saprétrofos de
plantas y estiércol (12.5% AR) y patégenos de plantas (5.4% AR). Otros rasgos funcionales
se presentaron en abundancia menores de 1%; estos fueron saprétrofos de estiércol,
patdgenos de animales, micorrizas de orquideas, ectomicorrizas, endéfitos, saprotrofos de
madera, endomicorrizas, briofitos y epifitos, entre otros. Sin embargo, no se presentaron
diferencias estadisticas significativas en ninguno de los rasgos analizados entre los

tratamientos.

Figura 3-6:  Abundancia relativa de rasgos funcionales de la comunidad fungica. El

grafico de barras muestra el promedio de abundancia de tres replicas por tratamiento.
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3.3.3 Estructuray composicion de la comunidad bacteriana en
suelo de soporte en los tiempos inicial, degradacion y final

Los datos crudos arrojaron un total de 1.061.369 secuencias. Con un minimo conteo de
16.955 y un maximo conteo de 28.781 secuencias, y un total de 22.292 OTUs
representativos. Los analisis fueron realizados de dos formas: I. Evaluacién tiempo a
tiempo, donde los cuatro tratamientos fueron evaluados y comparados entre si en cada
uno de los tiempos, inicial, degradacion y final (n=3); Il. Evaluacién a través del tiempo,
donde se evalu6 cada tratamiento (n=3) a travées del tiempo; y lll. Evaluacién de todos los
tratamientos en todos los tiempos (n=12), donde se evaluaron, todos los tratamientos en

todos los tiempos, comparando los tratamientos y tiempos entre si.

Los andlisis de rarefaccion realizados sirvieron para determinar la riqueza de los taxones
observados frente al esfuerzo de muestreo, como resultado las muestras son comparables
entre ellas a pesar de que el esfuerzo de muestreo fue insuficiente para capturar la mayoria

de la diversidad bacteriana, al no alcanzar la asintota en la curva (Anexo M).

La diversidad alfa fue evaluada a través del indice de Shannon donde no se encontr
diferencias entre los tratamientos, pero si se presentaron diferencias a través del tiempo

(Figura 3-7), entre los tiempos inicial y de degradacién comparados frente al tiempo final.

Figura 3-7: indice de diversidad de Shannon en los tiempos inicial, degradacion y final.
Evaluado entre tratamientos (a) y entre tiempos (b). El p-valor se muestra en la parte
superior de las barras e indica comparaciones entre los tratamientos (n=3) (a) o entre los

tiempos (n=3) (b).
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Sin embargo, cuando se analizaron todos los tratamientos en todos los tiempos, si se
presentaron diferencias estadisticas significativas. Este patron fue confirmado con varios
indices de diversidad: indice de diversidad de Shannon (p = 0.030), diversidad filogenética
de Faith (p = 0.022) y el indice de equidad de Pielou (p = 0.021), adicionalmente se evalud
el indice de Simpson, Chaol y ACE donde se mostré un incremento de la diversidad a lo

largo del tiempo (Figura 3-8).

Figura 3-8: Diversidad alfa para la comunidad bacteriana de los tiempos inicial,
degradacioén y final. En la gréafica se presenta el nimero de OTUs observados, el indice de
Chaol, el estimador ACE, el indice de Shannon y el indice de Simpson, evaluados

mediante la comparacién de todos los tratamientos en todos los tiempos (n=12).
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Description

El andlisis coordinado principal evidencio el agrupamiento de las comunidades bacterianas
a partir del suelo de soporte con los dos primeros ejes logrando explicar en un 20.1% el
total de la variacién (Figura 3-9). Dicho andlisis no evidenci6é diferencias estadisticas
significativas a nivel de tratamientos o tiempos, sin embargo, se logra visualizar la
separacion del tiempo final frente a los otros dos tiempos de muestreo, empleando
cualquiera de las matrices (Bray-Curtis p = 0.52; Jaccard, p = 0.41; weighted Unifrac, p =
0.68; unweighted Unifrac, p = 0.702) (Anexo N).

Figura 3-9: Diversidad beta para la comunidad bacteriana de los tiempos inicial,
degradacioén y final. Analisis coordinado principal (PCoA) de la comunidad bacteriana de
los diferentes tratamientos y tiempos de muestreo, realizado sobre la matriz de
disimilaridad de Bray-Curtis. PERMANOVA, con 999 permutaciones.
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A nivel taxonémico, se logr6 identificar un total de 28 filos, los cinco mas abundantes
pertenecen a las Proteobacterias, seguido por Acidobacterias, Firmicutes, Actinobacteria
y Chloroflexi (Figura 3-10). Cerca del 0.003% de la poblacién no se encuentra asignada a

nivel de filo.

Figura 3-10: Comparacion de las distribuciones de los 28 filos presentes en la comunidad
bacteriana de suelo de soporte en cada uno de los tratamientos. El gréfico presenta la
abundancia relativa de cada taxdn para las tres réplicas de cada uno de los tratamientos

en cada tiempo de muestreo.
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Es importante recalcar que cuando se visualizan ya sea los cuatro tratamientos (Figura 3-

10) o los tres tiempos de muestreo (Figura 3-11) se observan variaciones en términos de

la AR, que posteriormente fueron analizadas para determinar diferencias estadisticas

significativas.

Figura 3-11: Comparacion de las distribuciones de los 28 filos presentes en la comunidad

bacteriana de suelo de soporte en los diferentes tiempos de muestreo. El grafico presenta

la abundancia relativa de cada uno de los taxones para cada uno de los tiempos
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Las seis clases mas abundantes a través de todos los tiempos fueron: Acidobacteriia, Alfa-
Proteobacteria, Clostridia, Gamma-Proteobacteria, Actinobacteria y Bacilli que
representaron el 70% de las AR. Mientras que a nivel de orden los Acidobacteriales,
Solibacterales, Betaproteobacteriales, Clostridiales, Bacillales y Rhizobiales fueron los
mas abundantes y representaron el 31% de las AR.

Finalmente, cuando se realizé el analisis a nivel de género, entre los diez taxones mas
abundantes se identificd Bacillus y Ca. Solibacter (Figura 3-12). Los otros taxones a pesar
de que no fueron dilucidados a nivel de género pertenecen principalmente al filo Firmicutes
y Actinobacteria. Otros géneros detectados entre los mas abundantes pero que no hacen
parte del top ten fueron Bryobacter, Clostridium sensu stricto 8, Bradyrhizobium, Ca.

Koribacter y Streptomyces.

Figura 3-12: Distribucién de los diez taxones mas abundante identificados a nivel de
género en los diferentes tratamientos. El grafico presenta la abundancia relativa de cada

uno de los taxones para cada uno de los tratamientos.
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Cuando se visualizaron los diez géneros mas abundantes a través del tiempo de cultivo,
no se encontraron diferencias significativas entre los microorganismos mas abundantes en
los diferentes tratamientos. Sin embargo, cabe recalcar que la AR aument6 especialmente
en el tiempo final a comparacion de los otros dos tiempos (inicial y de degradacion) en
Acidobacteriales y Solibacterales; mientras que para Clostridia, Bacillus y Firmicutes el
incremento en AR se produjo en el tiempo de degradacién y disminuyo para el tiempo final
(Figura 3-13).

Figura 3-13: Distribucién de los diez taxones mas abundante identificados a nivel de
género en los diferentes tiempos. El grafico presenta la abundancia relativa de cada uno

de los taxones para cada uno de los tiempos de muestreo a través del ciclo de cultivo.
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Con el fin de identificar taxones a nivel de género que mostraron diferencias en cada uno
de los tratamientos a través del tiempo, se realizé un analisis discriminatorio lineal (LDA)
con efecto de tamafio (LefSe). Este analisis se realizd para cada tratamiento a través del

tiempo y para todos los tratamientos en cada tiempo de muestreo.
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El andlisis realizado para el tratamiento RS-MMO a través del tiempo permitié identificar

las diferencias estadisticas entre tiempo inicial y tiempo final. Para el tiempo inicial 25

géneros como Bryobacter, Polaromonas, Klebsiella y Pedomicrobium entre otros se

encontraban incrementados. En cuanto al tiempo final, 38 géneros estaban disminuidos
entre ellos Ignavibacteria, Methylomonas, Hydrogenispora y Vulcanibacillus (Figura 3-14).

Figura 3-14: Analisis discriminatorio lineal con efecto del tamafio (LEfSe) para el
tratamiento RS-MMO (tamo de arroz dejado en cobertura con aplicacion de in6culo
microbiano), en los tres tiempos de muestreo. Se identificaron 25 géneros aumentados (p

0.05) en tiempo inicial (verde), frente a 38 géneros disminuidos en tiempo final (rojo).

Para el analisis se tuvo en cuenta aquellos taxones con un LDA mayor de 2.0 o menor de

2.0.

. final . initial

' ' ' ' '
: : siyobacter
Tepidisphaerales

uriculturedbacterium

i NestocPCC_7524

RHizobiales

Chioroflexales

l«-ﬂethylonacienum

: : : Hyphomicrobiaceas
Adlori zub iumn_MNeorhizobium_Pararhizobium_Rhizobium
Polaromonas

| Enterobacterales

.ﬂumlnlclcvstndlumb

Labraceae

E JGI0001001_HO3

I Labrys

Elebsiclla

uRCultured

Moraxellaceas

uncultured

Pedonticrobium

Blastocatellia_Subaroups_

D.hodobacteraceae

wric ulturedbacterium
wm

unculturedbac
FS117_23B_02

H

BSWV26
wneuitur édba(lenum
CandidatusFalkowbacteriabacteriumGW2011_GWF2_43_32

I - toniales
I - didatusFalkowbacteriabacteri umGW2011 _GWF2_a3_32
unculturedbacter

unculturedbacte riumm
Candidatusazambacteria
Peptostreptococcacens

Subgroups
Cands dams&zamba(tenaba(ler UM GW2011 _GWF2Z_az2 22

CandidatusAzambacteriabacteriumGW2011_GWF2_42_22

Xanthompnadaceas
rrc it ed

w
€9
33
3¢
gc
§ad
o
1
L]
]
5
H
3
n

Syntrophaceas

unculturedbacte rium
redChior

Methylockstis
?ﬂ(hln D"?xlbﬂ(te A

Al
vulcanibacillus

0 "
—60—48—36—24—12 0.0 1.2
LDA SCORE (log 10)



68 Determinacién del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

El tratamiento RS-IMO present6 diferencias estadisticas significativas entre los tiempos de
degradacion y tiempo final. En el tiempo final a nivel de género se logr6 identificar
Sulfuricurvum; los otros taxones que presentaron diferencias significativas fueron
asignados a clases como Acidobateriia, ordenes como Clostridiales, y en su gran mayoria
organismos que pertenecen a uncultured bacterium. En el caso de disminucién

significativa, esta se presenté en el tiempo de degradacion en el género Brevibacillus

(Figura 3-15).

Figura 3-15: Analisis discriminatorio lineal con efecto del tamafio (LEfSe) para el
tratamiento RS-IMO (tamo de arroz con aplicacion de inéculo microbiano con posterior
incorporacion). Se identificaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre
los tiempos de degradacion y tiempo final. Para el andlisis se tuvo en cuenta aquellos

taxones con un LDA mayor de 2.0 o menor de -2.0.
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El tratamiento RS-B, presenté diferencias significativas en cada uno de los tiempos. En el
tiempo inicial se identific6 un aumento en el género Comamonas, los otros dos géneros
fueron identificados como uncultered bacterium. Por su parte el tiempo de degradacion
solo presentd incrementos en un género que no pudo ser identificado (uncultured
bacterium). Finalmente, para el ultimo tiempo de muestreo se identificaron 13 taxones. Sin

embargo, ningun microorganismo fue identificado a nivel de género, aunque fueron

6.0
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asignados a ordenes como Azospirillales, Planctomycetales, Armatimonadetes y
Fimbriimonadales (Figura 3-16).

Por ultimo, el tratamiento RS-M no presento diferencias estadisticas significativas a nivel
de género a través del tiempo. Cuando el analisis fue realizado en cada tiempo de

muestreo para todos los tratamientos, no se encontré diferencia estadistica significativa.

Figura 3-16: Analisis discriminatorio lineal con efecto del tamafio (LEfSe) para el
tratamiento RS-B (tamo de arroz quemado con posterior incorporacion de las cenizas). Se
identificaron diferencias estadisticamente significativas entre todos los tiempos de
muestreo para este tratamiento. Para el andlisis se tuvo en cuenta aquellos taxones con

un LDA mayor de 2.0 o menor de -2.0.
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Con el fin de identificar la poblacion que se mantuvo entre todos los tratamientos a lo largo
de todos los tiempos de muestreo, se identifico el core mediante Qiime2 y R®, identificando
gue estd compuesto por un total de 564 OTUs, donde se destacan géneros como Bacillus,

Clostridium, Streptomyces (Figura 3-17).
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Figura 3-17: Andlisis de las comunidades que hacen parte del core microbioma, teniendo
en cuenta una persistencia a través de todos los tratamientos y a través de todos los
tiempos. (a) Diagrama de Venn. Sefialando el nimero y porcentajes de OTUs que hacen
parte de la comunidad core, asi como los OTUs Unicos de cada tiempo de muestreo. (b)
Mapa de calor donde se sefalan algunos de los principales microorganismos que hacen

parte de la comunidad core.
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En la busqueda de identificar las relaciones directas o indirectas entre los taxones que
coexisten entre los tratamientos (patrones de co-ocurrencia) que ayudarian a los roles
funcionales o nichos ambientales ocupados por los microrganismos se desarroll6 un

analisis de redes de co-ocurrencia.

Es asi que se identifico la topologia de red (Tabla 3-2) para cada uno de los tratamientos,
asi como los key taxa o taxones claves (microorganismos altamente conectados en la red)
y médulos (indicativos de procesos ecolégicos que gobiernan la comunidad (Ma et al.,
2020), de cada uno de los tratamientos a través del tiempo. De esta manera se logré
determinar para el tratamiento RS-MMO, cuatro key taxa, identificados como Paenibacillus
polimixa, Synthrophaceae (Delta-Proteobacteria), Actinobacteria y Clostridium. En el caso
del tratamiento RS-IMO se identific6 Pedosphaeraceae. Mientras que en el tratamiento RS-
B fueron identificados Pandoraea y Bacillus como key taxa. Finalmente, en el tratamiento
RS-M, se identific6 un taxén clave perteneciente a Sphingomonadaceae y uno

perteneciente a Sulfuricurvum (Anexo O).

Tabla 3-2: Topologia de las redes asociadas a cada tratamiento de estrategia de

manejo del suelo. ANOVA-Tukey 6 Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1 n = 4.

RS-MMO RS-IMO RS-B RS-M

Numero de nodos 255 242 242 224
Numero de ejes 581 432 428 401
Ejes positivos 340 248 242 208
Ejes negativos 241 184 186 193
Modularidad 0.51 0.58 0.60 0.57
Numero de

15 13 16 14
maédulos
Promedio de

4.5 4.0 4.0 4.0
grados
Coeficiente de
agrupacion o] 0.073 0.091 0.067 0.080
transitividad
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3.3.4 Andlisis del potencial funcional através de metagenémicade
los suelos de soporte en los tiempos inicial, degradacion y
final

Los datos crudos de la secuenciacion arrojaron un total de 767.037.382, 741.415.123,

709.499.598 de secuencias para el tiempo inicial, degradacion vy final respectivamente.

Tras la realizacion de la limpieza de las secuencias (Phred > 30) se obtuvo un total de

342.772.402, 326.043.566 y 309.638.984 secuencias finales para los tiempos inicial,

degradacion y final respectivamente. Los cambios en el nUmero de secuencias luego del

filtrado se presentan en el Anexo P.

Los metabolitos secundarios son compuestos bioactivos especializados, producidos por
microorganismos y plantas. Se encuentran localizados en el genoma, usualmente
codificados por genes organizados en grupos que funcionan juntos para ensamblar una
molécula, conocidos como agrupamientos de genes biosintéticos (BGC, por sus siglas en
inglés) (Sharrar et al., 2020).

En la prediccién de agrupamientos BGCs se emplearon todos los ensamblajes con los
parametros por defecto en el programa AntiSMASH. La recuperacion de los BGC se realiz6
con el fin de identificar los posibles metabolitos secundarios (MS) de interés tanto ecolégico
como biogeoquimico. De esta manera las clases de BGCs identificadas en el estudio
fueron en total 91, donde se identificaron lipopéptidos (LP), péptidos no ribosmales (NRPs),
policétidos (PK), terpenos (T), Bacteriocinas (B) y Arilpolienos (AP) (Figura 3-19).

Figura 3-18: Agrupamientos de genes biosintéticos (BGCs) identificados en los
metagenomas de suelo de soporte para cada uno de los tratamientos. NRPs: péptidos no
ribosomales. RS-MMO: tamo de arroz dejado en cobertura con aplicacion de inéculo
microbiano con potencial degradador; RS-IMO: tamo de arroz con aplicacion de inoculo
microbiano con potencial degradador con posterior incorporacion; RS-B: tamo de arroz

guemado con posterior incorporacion de las cenizas y RS-M: tamo de arroz en cobertura.
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El tratamiento RS-MMO present6 los BGCs mencionados con anterioridad excepto
bacteriocinas. Sin embargo, fue el Unico que presenté recuentos de arilpolienos. Mientras
el tratamiento RS-IMO present6 el mayor nimero de conteos en BGCs (33) destacandose
por el gran namero de los lipopéptidos, adicionalmente fue el Unico con reporte de
bacteriocinas. RS-B por su parte presenté un mayor contenido de péptidos no ribosomales
y su recuento total de BGCs se asemeja al tratamiento RS-MMO. Por dltimo, el tratamiento

RS-M fue el que menos recuentos de BGC present6 (14).

En el analisis funcional del metagenoma de suelos agricolas empleados en este estudio,
se empleo la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG, por sus siglas en inglés).
Los resultados obtenidos con KEGG, revelaron un total de 9.795 genes, asociados a
metabolismo de amino&cidos, carbohidratos, energia, lipidos, cofactores y vitaminas,
terpenoides, policétidos, nucledtidos y otros amino 4cidos, de igual forma identificé genes
relacionados con metabolismo y biodegradacion de compuestos xenobioticos, asi como la
biosintesis de otros metabolitos secundarios (Figura 3-20).
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Figura 3-19: Abundancia relativa de genes asociados a procesos metabdlicos

identificados en KEGG para cada uno de los tratamientos. Tx: tratamiento x; Px: parcela x.

RSB | RS-IMO [ RS-M | RS-MMO

KEGG metabolism
Aming acid metabolism
Biosynthesis of other secondary metabolites
Carbohydrate metaboksm
Energy metaboksm
Glycan biosynthesis and metabolism
Lipid metabolism
Metabolism of cofactors and vitamins
Metabolism of other amino acids
Metabolism of terpenoids and polyketides
| | Nucleotide metabolism
Xenobiotics biodegradation and metabolism

Relative Abundance

T4P1_TO

T4P1_T1

T4P1_T3

T4P2_TO

T4PZ_T1

T4P2_T3

TaP4_TO

T4P4_T1

T4P4_T3

T1P1_TO

TIP1_T1
TIP1_T3

T1P2_TO

TIP2_T1

T1P2_T3
T1P3_TO

T1P3_T1

T3PLTL
T3P3_TO
T3P3_T1
TIP3 T3
T3P4_TO
TIP3 T3

T3P4_T1

T3P4_T3

T2P1_TO

T2P1_T1

T2P1_T3

T2P2_TO

T2P2_T1

T2P2_T3

T2P4_TO

T3P1_TO
T3P1_T3
T2P4_T1
T2P4_T3

En cuanto al andlisis de estos genes, la mayoria de las diferencias fueron obtenidas en
tiempo final en comparacion a tiempo inicial. Sin embargo, también se detectaron

diferencias estadisticas significativas entre tiempo de degradacion y tiempo final.

Cuando se compar6 tiempo inicial y final, el potencial funcional del tiempo inicial estaba
involucrado en metabolismo de aminoazucares, biosintesis de N-glicanos, quimiotaxis y
degradacién de compuestos organicos. Por su parte el tiempo final incrementé las
funciones potenciales relacionadas con procesos de DNA como reparacion, asi como

funciones relacionadas con el metabolismo de aminoacidos y carbohidratos (Anexo Q).

Por su parte en la comparacion de tiempo de degradaciéon con tiempo final, la funcién de
degradacion de valina, leucina e isoleucina (K01966), la nitrito reductasa (K00370) y la
hidrogenasa no reductora F420 (K14126) involucrada en el metabolismo del metano se
encontraban disminuidas en comparacion al tiempo de degradacién. Por su parte la
serina/treonina proteina quinasa (K08884) y una proteina de transporte de RNA (K13133)
se encontraban diferenciadas en el tiempo de degradacion cuando se compararon con el

tiempo final (Figura 3-21).
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Figura 3-20: Proporcion de secuencias del potencial funcional identificado con KEGG.
Comparacion entre los tiempos degradacion y final. Se identificaron una disminucién de la
proporcion en KO0370 (p = 0.071), KO1966 (p = 0.095), K14126 (p = 0.072), K08884 (p =
0.072) y K13133 (p = 0.090).
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Adicionalmente, se buscaron rutas de genes asociadas al ciclo del N. De esta manera se
identifico genes asociados a la fijacién de nitrégeno, nitrificacion, desnitrificacion, reduccion
asimilatoria y desasimilatoria de nitrato (Figura 3-22) sin diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos.

Figura 3-21: Metabolismo del nitrdgeno reportado en KEGG. Se sefalan en recuadro rojo
los identificadores EC de cada una de las enzimas involucradas en los diferentes procesos

del metabolismo de nitrégeno identificadas en este estudio.

[ MITROGEN METABOLISM |

35149 = === Methane metabolisra
|

Nitcozide $17250 . {1724] u S ————p Glyoxylate metabolism
17014 ) | ivous oz Formate
- CO2 4211 O HCCz-
Curboﬁ‘ ﬁxn:gn pathways —
in prokaryo O
[ ) F— 421104 Cyanate
_ (721] [171a 2122
Nit Nitate ([1772 13251 J}Nim, 17.7.1 Ammonid — -
NC »0— my mi 105 3¢ [16.3.4.16 09— ———p Amginine biosynthesis 5
itrate || NAECD INARE] Catbamoyt-P
(extrace ‘L 1722 1412 A
{1799}
{1799} 171.10][1.7.99.1 1413 [ 1414
Nrt
L pR— 1726 J———0+ 114999 6312} »0——{14114 O-—— o Shifarmte
1116 1731 Hydmzy 3551 LG (Tar1]) LGhutamat
Nitroalkane Nitrile

En cuanto al ciclo del C el enfoque fue dirigido hacia dos procesos, la degradacion de
carbono y el metabolismo del metano. El analisis funcional del proceso de degradacion de
carbono se realizo sobre la base de datos de enzimas activas sobre carbohidratos (CAZy,

por sus siglas en inglés). Este andlisis en particular revel6 la presencia de un total de 262
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familias CAZy, con una alta proporcion de enzimas asociadas a las familias de las glicosil
hidrolasas (GH). Se identificaron las familias de enzimas relacionados con degradacion de
carbohidratos a saber: 118 glicosil hidrolasas (GH), 27 polisacérido liasas (PL) y 17
carbohidrato esterasas (CE). En cuanto a sintesis de carbohidratos, se detectaron 47
glicosil transferasas (GT). De igual forma se detecté un total de 41 mobdulos de
reconocimiento para union a carbohidratos (CBM) y 12 actividades auxiliares (AA), es decir

enzimas redox que actdan en conjunto con las CAZymes.

Cuando se analizaron todos los tratamientos sin tener en cuenta el tiempo (n = 9 para cada

tratamiento) a través de la plataforma MicrobiomeAnalyst

(https://www.microbiomeanalyst.ca/), se encontré6 en CBM5 una mayor abundancia en el

conteo de logaritmo transformado en el tratamiento RS-IMO (p = 0.0062) frente a los otros
tratamientos. Mientras que cuando se evaluaron todos los tiempos (n = 12 por cada
tiempo), la GH92 presentd diferencias estadisticas significativas (p = 0.0072), donde la
abundancia en el conteo del logaritmo transformado fue mayor en los tiempos inicial y

degradacién frente al tiempo final (Figura 3-23).

Figura 3-22: Familias CAZy que presentaron diferencias estadisticas significativas en los
conteos de logaritmos transformados en los analisis de los tratamientos y de los tiempos.
(a) Diferencias entre los tratamientos en el médulo de unién a carbohidratos CBM5 (p =

0.0062). (b) Diferencia entre los tiempos en la familia glicosil hidrolasa GH92 (p = 0.0072).
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De igual forma se presentaron diferencias en las GH113 (p = 0.0080), GH135 (p = 0.0080),
GH51 (p=0.0222) y la GH116 (p = 0.0382) que se encontraban con una mayor abundancia
en tiempo de degradacion, frente a los otros dos tiempos de muestreo.

En el andlisis tiempo a tiempo de los tratamientos, el Unico tiempo que mostré diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos fue el tiempo de degradacion en CBM2 (p
= 0.033), CE8 (p = 0.040), GT39 (p = 0.040) y CBM35 (p = 0.095). En el caso de CBM2, el
tratamiento RS-B se encontré con la menor abundancia en comparacion a los demas
tratamientos. CE8 por su parte presenté igual que el anterior una menor abundancia en el
tratamiento RS-B en comparacion a los demés tratamientos, mientras que RS-IMO tuvo
una mayor abundancia en comparacion al resto de los tratamientos. En el caso de GT39,
la abundancia més baja fue para el tratamiento RS-IMO frente al resto de los tratamientos.
Finalmente, el CMB35 se encontraba disminuido en los tratamientos RS-B y RS-M en

comparacion a los dos tratamientos restantes (Figura 3-24).

Figura 3-23: Familias CAZy que presentaron diferencias estadisticas significativas en los
conteos de logaritmos transformados en los analisis de los tratamientos en cada uno de
los tiempos. (a) Diferencias entre los tratamientos en el médulo de unién a carbohidratos
CBM2 (p = 0.0033). (b) Diferencia entre los tiempos en la familia glicosil transferasa GT39
(p = 0.040). (c) Diferencia entre los tiempos en la familia carbohidrato esterasa CE8 (p =
0.040).
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Por ultimo, cuando se analiz6 cada uno de los tratamientos a través del tiempo, se

encontraron diferencias estadisticas significativas. En el caso del tratamiento RS-MMO, las
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diferencias se presentaron en GH130 (p = 0.013), GH16 (p = 0.016), GT30 (p = 0.04),
GH27 (p = 0.053) y GH102 (p = 0.053).

La GH130 el mayor logaritmo fue evidenciado en tiempo inicial seguido por el de
incorporacion y de Ultimas el tiempo final. Un comportamiento similar fue evidenciado para
GH102, el tiempo con mayor conteo de logaritmo transformado fue el de degradacién,
seguido por el inicial y en dltimo lugar el tiempo final. Mientras que para GH16 y GT30 el
tiempo de incorporacién present6 la mayor abundancia seguido por el tiempo inicial y en
altimo lugar se encontré el tiempo final. Finalmente, GH27 presenté mayores abundancias

en tiempo inicial en comparacion los otros dos tratamientos. (Figura 3-25).

Figura 3-24: Familias CAZy que presentaron diferencias estadisticas significativas en el
analisis del tratamiento RS-MMO en cada uno de los tiempos. (a) Familia GH130 (p =
0.013). (b) Familia GH16 (p = 0.016). (c) Familia GT30 (p = 0.04). (d) Familia GH27 (p =
0.053). (e) Familia GH102 (p =0.053).
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El tratamiento RS-IMO presento diferencias estadisticas significativas en tres familias, a
saber: AA12 (p = 0.036), GH148 (p = 0.058) y PL9 (p= 0.058), como caracteristica comun,
siempre los conteos se encontraron disminuidos en el tiempo final en comparacion al

tiempo inicial y de degradacion. (Figura 3-26).

Figura 3-25: Familias CAZy que presentaron diferencias estadisticas significativas en los
conteos de logaritmos transformados en los andlisis del tratamiento RS-IMO en cada uno
de los tiempos. (a) Diferencias entre los tratamientos en la familia AA12 (p = 0.036). (b)
Diferencia entre los tiempos en la familia GH148 (p = 0.058). (c) Diferencia entre los

tiempos en la familia PL9 (p = 0.058).
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El tratamiento RS-B, por su parte fue el que mayores diferencias presenté a traves del
tiempo. Las diferencias se presentaron en la GT83 (p = 9.97E-4), GH135 (p = 0.0032),
GH46 (p =0.0073), GT81 (p =0.014), GH9 (p = 0.014), GT5 (p = 0.014), GT35 (p = 0.044),
PL22 (p = 0.065) y GH144 (p = 0.088). El comportamiento varié de acuerdo con cada una
de las familias identificadas. En el caso de las GH9, GH144 y GT5 se encontré un mayor
conteo en los tiempos inicial y de degradacion en comparacion con el tiempo final. La
GH135 y GH44 por su parte estaban con un mayor conteo en el tiempo de degradacion en
comparacion a los otros dos tiempos. La GT83 y GT35 por su parte presentaron mayores
conteos en tiempo inicial seguido por tiempo de degradacion y en ultima posicién el tiempo
final. Finalmente, la PL22 y GT81 se encontraban con los mayores conteos en tiempo final

(Figura 3-27).
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Figura 3-26: Familias CAZy que presentaron diferencias estadisticas significativas en los

conteos de logaritmos transformados en los analisis del tratamiento RS-B en cada uno de
los tiempos. (a) GT83 (p = 9.97E-4). (b) GH135 (p = 0.0032). (c) GH46 (p = 0.0073) (d)
GT81 (p = 0.014). (e) GHI (p = 0.014). (f) GT5 (p = 0.014). (g) GT35 (p = 0.044). (h) PL22
(p = 0.065). (i) GH144 (p = 0.088).
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Para finalizar, el tratamiento RS-M present6 diferencias, en GH35 (p = 0.027), con mayor

conteo en tiempo de degradacion, seguida por tiempo final y por Gltimo en tiempo inicial.

mientras que la GH51 (p = 0.027) al igual que la anterior presenté mayor conteo en tiempo

de degradacion seguida por tiempo inicial y disminucion en tiempo final (Figura 3-28).
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Figura 3-27: Familias (a) CAZy GH35 (p = 0.027) y (b) GH51 (p = 0.027) las cuales
presentaron diferencias estadisticas significativas en los conteos de logaritmos

transformados en los andlisis del tratamiento RS-M en cada uno de los tiempos.
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Se seleccioné el metabolismo del metano debido a que el cultivo de arroz es una de las
principales fuentes antropogénicas de produccién de metano, ya que el proceso de
inundacion del agroecosistema permite las condiciones propicias para ello. En el
metabolismo del metano se identificé tanto el proceso de metanogénesis, como el de
metanotrofia (Figura 3-29). Particularmente en metanogénesis se identificaron las rutas
hidrogenotrdfica, acetoclastica y metilotréfica.

Figura 3-28: Metabolismo del metano. En recuadro rojo se encuentran los identificadores
EC de las enzimas identificadas en las tres rutas principales de la metanogénesis, en
recuadro amarillo la metilotréfica; en azul la hidrogenotréfica; en magenta la acetoclastica
y finalmente en recuadro rojo, los EC comunes para todas las rutas. En recuadro verde se

encuentran los identificadores EC de las enzimas identificada en la metanotrofia.
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3.4 Objetivo 2: Determinar el efecto de la aplicacion de
una enmienda de carbono sobre la actividad
enzimaticas asociada a algunas funciones del ciclo
del C, N, y P en cultivos de arroz

Con el objeto de conocer la actividad funcional de la comunidad microbiana a través del
metabolismo del C, N y P, se decidi6 determinar la actividad enzimética en el suelo de
soporte de enzimas representativas de cada uno de estos ciclos, para cada uno de los
tiempos (inicial, degradacion, floracion y final). Adicionalmente para cada una de las
actividades enzimaticas se realiz6 dos tipos de analisis, un andlisis de todos los
tratamientos en cada tiempo de muestreo y un andlisis de cada tratamiento a través del

tiempo, como se muestra a continuacion.

3.4.1 Carbono

La degradacién de residuos vegetales en suelo esta determinada por la actividad
celulolitica y hemicelulolitica, un proceso lento que depende de la concentracion,
localizacién y movilidad de las enzimas degradadoras de carbono (C), asi como de la
concentracion del sustrato, pH, temperatura, contenido de agua, material vegetal, estacién

y tipo de manejo agricola (Sethi et al., 2013).

Las actividades enzimaticas relacionadas al ciclo del carbono desarrolladas en este
estudio consistieron en la actividad 3-glucosidasa (EC 3.2.1.21) y la actividad celulasa (EC
3.2.1.4). En general las enzimas asociadas a la descomposicion del ciclo de C en este

estudio mostraron un incremento significativo en funcién del tiempo.

Actividad B-glucosidasa (EC 3.2.1.21), en el analisis de los tratamientos en cada tiempo
de muestreo se evidencié una disminucion de la actividad para todos los tratamientos en
el tiempo de degradacion, con un incremento hasta el tiempo final. Los andlisis indican que
solo en el tiempo de degradacion se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos (p = 0.084), en especial para el tratamiento RS-M que obtuvo el valor

mas bajo de la actividad enzimatica (4.21 ug pNPG*gss*h) (Figura 3-30).
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Figura 3-29: Evaluacion de la actividad B-glucosidasa en cada uno de los tiempos de
muestreo. Prueba estadistica ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes
letras, muestran diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.37; tiempo

degradacién p = 0.084; tiempo floracién p = 0.43; tiempo final p = 0.64.
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El andlisis de cada uno de los tratamientos a través del tiempo reflejo diferencias
estadisticas para cada uno de los tratamientos, excepto para el tratamiento RS-B (Tabla
3-3).

Tabla 3-3: Analisis de varianza de la actividad B-glucosidasa de cada uno de los
tratamientos a través del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO

p = 0.004; RS-IMO p = 0.000; RS-B p =0.017; RS-M p = 0.010

Tratamientos T. inicial T. degradacioén T. floracion T. final

RS-MMO 8.82+0.87 ¢ 6.69+1.26 bc 12.9741.23 b 17.72+4.49 a
RS-IMO 10.11+1.02 bc 8.01+2.00 ¢ 13.39+3.55 b 19.07+2.17 a
RS-B 8.61+2.32 a 6.57+2.60 a 19.88+13.07 a 16.88+4.70 a
RS-M 10.22+1.68 b 4.25+1.21 ab 12.52+3.82 a 14.94+6.11 a

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

La actividad celulasa (EC 3.2.1.4) evidencié un incremento en la actividad a partir del

tiempo inicial y hasta el tiempo final. Los andlisis indican que se presentaron diferencias




84 Determinacién del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

estadisticas significativas en el tiempo de floracion entre los tratamientos (p = 0.009),
donde los tratamientos RS-IMO y RS-M presentaron los mayores valores de la actividad
enzimética (Figura 3-31).

Figura 3-30: Evaluacién de la actividad celulasa en cada uno de los tiempos de muestreo.
ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes letras, muestran diferencias
estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.93; tiempo degradacién p = 0.40; tiempo de

floracién p = 0.00; tiempo final p = 0.71
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Al analizar cada tratamiento a través del tiempo se encontrdé que el tratamiento RS-MMO
present6 un incremento constante a través del tiempo. Los tratamientos RS-IMO y RS-M
tuvieron el mismo comportamiento, un ligero aumento en el tiempo de degradacion y
alcanzaron el maximo valor de actividad celulasa en el tiempo de floracion. Mientras que
el tratamiento RS-B presenté mayores fluctuaciones a través del tiempo teniendo una caida
en la actividad en el tiempo de floracion e incrementando la actividad para tiempo final
(Tabla 3-4).

Tabla 3-4: Andlisis de varianza de la actividad celulasa de cada uno de los tratamientos
a través del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO p = 0.003;
RS-IMO p = 0.001; RS-B p = 0.022; RS-M p = 0.000.
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Tratamientos T. inicial T. degradacion T. floracién T. final
RS-MMO 0.11+0.01 c 2.01+1.04 b 4.29+1.06 a 6.86+4.93 a
RS-IMO 0.10+£0.02 b 1.38+0.57 b 5.27+1.70 a 5.80+2.91 a
RS-B 0.10+0.03 b 2.97+1.52 a 2.59+1.43 a 5.22+3.04 a
RS-M 0.09+0.02 b 1.63+0.43 b 6.25+0.49 a 5.64+3.57 a

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

Los resultados para la enzima B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) mostraron un comportamiento
similar al de la enzima B-glucosidasa, es decir una disminucion de la actividad en el tiempo
de degradacién con posterior incremento. Cuando se analizaron los tratamientos en cada
uno de los tiempos, se observo diferencia estadistica significativa en el tiempo de floracion
(p =0.002), en el que el tratamiento RS-M presento el valor mas alto de la actividad (184.39
ugPNX*g ss*h) (Figura 3-32).

Figura 3-31: Evaluacion de la actividad B-xilosidasa en cada uno de los tiempos de
muestreo para los tratamientos. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes
letras, muestran diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.27; tiempo
degradacién p = 0.30; tiempo de floracién p = 0.00; tiempo final p = 0.33. Diferentes letras,

muestran diferencias estadisticas significativas.

250.

200.

,_‘
Ul
©

ug pnx dws™ * h1
=
o
]

w1
=

T.initial T.degradation T.flowering T.final

RS-MMO RS-IMO =dr—RS-B RS-M



86 Determinacién del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

Cuando se analizaron cada uno de los tratamientos a través del tiempo, se destaca el
tratamiento RS-M, que disminuyé drasticamente en el tiempo de degradacion,
posteriormente incrementé nuevamente de manera drastica en el tiempo de floracion e
incrementé nuevamente en el tiempo final. Los otros tratamientos siguieron un
comportamiento similar mostrando diferencias estadisticas significativas entre punto inicial

y el tiempo final del ensayo, aunque sin fluctuaciones tan marcadas (Tabla 3-5).

Tabla 3-5:
tratamientos a través del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO
p = 0.006; RS-IMO p = 0.003; RS-B p = 0.004; RS-M p = 0.000.

Analisis de varianza de la actividad B-xilosidasa de cada uno de los

Tratamientos T. inicial T. degradacién T. floracién T. final
RS-MMO 99.92+21.67 b 78.87+20.14 b 127.90+8.94 ab | 164.58+47.97 a
RS-IMO 106.60+9.74 b 71.94+30.88 ¢ 123.20+22.68b | 175.55+47.88 a
RS-B 85.03+14.44 b 89.94+24.13 b 125.37+22.74ab | 163.09+38.13 a
RS-M 101.30+13.05 b 55.03+24.59 ¢ 184.39422.86 b | 210.98+18.40 a

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

La dltima enzima del ciclo de carbono evaluada correspondié a B-galactosidasa (EC
3.2.1.23), que no present6 diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
para ninguno de los tiempos analizados. Sin embargo, el comportamiento fue similar a las
enzimas como [-glucosidasa y B-xilosidasa; es decir, se presentd disminucion de la
actividad en el tiempo de degradacién con incremento gradual hasta el tiempo final del
ensayo (Figura 3-33).

Figura 3-32: Evaluacion de la actividad 3-galactosidasa en cada uno de los tiempos de
muestreo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Tiempo inicial p = 0.21; tiempo
degradacion p = 0.23; tiempo de floracion p = 0.81; tiempo final p = 0.44.
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Cuando este andlisis se llevd a cabo para cada tratamiento a través del tiempo, se
determiné que el tratamiento RS-M fue el que a pesar de que presentd la mas baja
actividad en tiempo de degradacion terminé presentado los valores mas altos en tiempo
de floracion y tiempo final. Sin embargo, todos los tratamientos con excepcion de RS-B

mostraron diferencias significativas entre los tiempos de muestreo (Tabla 3-6).

Tabla 3-6: Andlisis de varianza de la actividad B-galactosidasa de cada uno de los

tratamientos a través del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO
p = 0.031; RS-IMO p = 0.019; RS-B p = 0.004; RS-M p = 0.014.

Tratamientos T. inicial T. degradacion | T. floracion T. final
RS-MMO 106.19+36.69 ab 50.85+14.52 b 114.80+61.05 ab 140.36x14.73 a
RS-IMO 71.26+20.97 b 65.14+17.60 b 86.56+7.70b 144.31+44.03 a
RS-B 72.81+9.63 b 63.31+9.63 b 89.85+41.79 b 158.66+34.68 b
RS-M 103.34+88.75 ab 35.57+20.30 b 131.28+88.75 a 171.37£2.95 a

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

3.4.2 Nitrogeno

Cerca del 90% del N asociado a la superficie terrestre es de origen organico, el cual es
mineralizado en el suelo generando formas orgénicas (i.e. amino acidos, amino azucares)

e inorganicas (NH., NO3), de facil asimilacion para las plantas (Li et al., 2014).
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La primera enzima analizada de las pertenecientes al ciclo del nitrégeno fue la proteasa.
El andlisis de los tratamientos en cada uno de los tiempos para esta enzima permitio
identificar diferencias estadisticas significativas en el tiempo de degradacion. Se diferencio
el tratamiento RS-MMO y RS-IMO con valores significativamente altos separandolos del
tratamiento RS-M, que registrd la actividad enzimética mas baja. Es importante aclarar
gue, en el tiempo de degradacién, los tratamientos inoculados con microorganismos fueron
los que presentaron una mayor actividad de la enzima que se incrementé levemente hasta
el tiempo de floracion (Figura 3-34).

Figura 3-33: Evaluacién de la actividad proteasa en cada uno de los tiempos de
muestreo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes letras, muestran
diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.90; tiempo degradacion p =0.07;

tiempo de floracién p = 0.91; tiempo final p = 0.42.
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Al momento de analizar cada uno de los tratamientos a través del tiempo el Unico con
diferencias estadisticas significativa fue el tratamiento RS-M. Este tratamiento present6
una disminucién en el tiempo de degradacion, en el siguiente tiempo de muestreo
increment6 su actividad y finalmente cayd de manera drastica en su actividad a tiempo
final (Tabla 3-7).

Tabla 3-7: Andlisis de varianza de la enzima proteasa de cada uno de los tratamientos
a través del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO p = 0.147;
RS-IMO p = 0.414; RS-B p = 0.630; RS-M p = 0.000.
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Tratamientos T. inicial T. degradacion T. floracién T. final

RS-MMO 5.15+0.83 a 5.58+1.56 a 7.08+1.7 a 470+1.11 a
RS-IMO 5.200.64 a 5.87+2.06 a 6.93+1.07 a 5.20+2.00 a
RS-B 5.04+0.96 a 4.88+0.55 a 6.47+1.81 a 5.46+3.05 a
RS-M 4.75+1.29 b 3.77+0.64 be 71308 a 3.3240.75 ¢

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

La segunda enzima de interés del ciclo del nitrégeno fue la ureasa (EC 3.5.1.5). En el
analisis tiempo a tiempo de los diferentes tratamientos, se encontraron diferencias
significativas en los tiempos degradacion y floracién. En el tiempo de degradacion se
evidencia una disminuciéon marcada en actividad enzimatica para el tratamiento RS-M que
lo diferencié de los tratamientos con aplicacién de MO. En el tiempo de floracion se
evidencia una marcada distincion en los niveles de la actividad de la enzima entre el
tratamiento RS-IMO de los otros tratamientos donde se aplicé el TA en cobertura (Figura
3-35).

Figura 3-34: Evaluacion de la actividad ureasa en cada uno de los tiempos de muestreo
para los tratamientos. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes letras,
muestran diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.76; tiempo

degradacion p = 0.03; tiempo de floracion p = 0.02; tiempo final p = 0.37.
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Cuando se realiz6 el analisis de cada uno de los tratamientos a través del tiempo no se
presentaron diferencias estadisticas significativas en los tratamientos. Los tratamientos
RS-MMO y RS-B mantuvieron constante la actividad ureasa a través del tiempo sin
presentar diferencias estadisticas significativas a través del tiempo. Vale la pena
mencionar que a partir del primer tiempo de muestreo los tratamientos RS-IMO y RS-B
presentaron un comportamiento similar a través del tiempo en valores absolutos de la

actividad.

Por otra parte, el tratamiento RS-IMO presentd un incremento estadisticamente
significativo en la actividad de la enzima en el tiempo de floracion frente a los tiempos de
degradacioén y final, incluso superando los valores absolutos iniciales de la actividad
enzimatica. En el caso del tratamiento RS-M disminuyé drasticamente y de manera
estadisticamente significativa en el tiempo de degradacién y a pesar de incrementar
posteriormente los valores absolutos de la actividad enzimatica, no alcanz6 a tener los

mismos valores de la misma actividad enzimatica inicial (Tabla 3-8).

Tabla 3-8: Actividad de la enzima ureasa de cada uno de los tratamientos a través del
tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO p = 0.215; RS-IMO p =
0.009; RS-B p = 0.064; RS-M p = 0.002. Diferentes letras, muestran diferencias

estadisticas significativas.

Tratamientos T. inicial T. degradacién T. floracién T. final

RS-MMO 7.16+2.17 a 7.03+2.72 a 5.61+1.60 a 4.75+055 a
RS-IMO 7.04+1.66 ab 5.98+0.64 b 7.97+1.00 a 5.40£0.78 b
RS-B 8.41+2.57 a 597+1.74 a 7.44+0.23 a 510+1.14 a
RS-M 7.82+1.20 a 419:0.33 b 5.79+1.046 b 5.02+1.12 b

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

La ultima actividad enzimatica analizada para el ciclo del nitrdgeno fue la nitrogenasa (EC
1.18.2.1). La comparacion entre tratamientos en cada punto de muestreo no identifico

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Figura 3-36).
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Figura 3-35: Evaluacién de la actividad nitrogenasa en cada uno de los tiempos de
muestreo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Tiempo inicial p = 0.46; tiempo
degradacién p = 0.82; tiempo de floracion p = 0.32; tiempo final p = 0.19.
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Caso contrario se presentd cuando se analizé cada tratamiento a través del tiempo. En
general se observa una tendencia de disminucién de la actividad de la enzima para todos

los tratamientos en los tiempos de degradacion y floracion manteniendo luego estable su
actividad hacia el tiempo final de muestreo (Tabla 3-9).

Tabla 3-9: Actividad de la enzima nitrogenasa de cada uno de los tratamientos a través
del tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO p = 0.003; RS-IMO p
=0.003; RS-B p = 0.000; RS-M p = 0.002.

Tratamientos

T. inicial

T. degradacion

T. floraciéon

T. final

RS-MMO

306.34+48.66 a

217.17+£37.86 b

201.96+33.13 b

174.46x41.12 b

RS-IMO

318.28+50.81 a

198.58+43.14 b

148.23+43.14 b

197.63x12.77 b

RS-B

358.70+44.52 a

185.71+21.38 bc

161.45+25.49 c

218.62+27.59 b

RS-M

321.79+46.24 a

219.33+£74.77 Db

192.34+66.80 b

210.30+25.33 ab

Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.



92 Determinacién del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

3.4.3 Fésforo

El fosforo orgénico representa una gran fraccion del P en el suelo siendo esta una fuente
importante de P para la planta, la cual est4 disponible en funcion del proceso de
mineralizaciébn microbiana que se da en el suelo. En este contexto los organismos
participan del proceso de mineralizacion a través del ciclaje de P mediante la excrecion de
enzimas extracelulares como fosfatasas acidas y alcalinas que convierten el fosforo
organico en fosfato a través del rompimiento de enlaces éster fosfato (Tarafdar et al.,
2001).

Las actividades enzimaticas de ciclo del P evaluadas incluyeron la actividad fosfatasa acida
y fosfatasa alcalina. En general la enzima fosfatasa acida en este estudio mostré6 una
disminucion significativa en funcion del tiempo. Por su parte la fosfatasa alcalina presentd
un incremento en la actividad desde el tiempo inicial al tiempo de degradacién, sin

embargo, en los dos Ultimos tiempos se presenta una leve disminucién de la actividad.

La actividad enzimatica de la enzima fosfatasa acida (EC 3.1.3.2), al ser analizada tiempo
a tiempo, sefal6 diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos para el tiempo
de degradacion, floracion y final. Esta actividad present6 una alta actividad enzimatica en
el tiempo inicial que disminuy6 de manera gradual en el tiempo. Es importante recalcar que
para el tiempo de degradacion el tratamiento RS-IMO presento la actividad enzimatica mas
baja; sin embargo, este presentd la actividad mas alta en tiempo de floracion. En el tiempo
final a pesar de que la actividad disminuyd, los tratamientos RS-IMO, RS-M y RS-B se
diferenciaron del tratamiento RS-MMO (Figura 3-37).

Figura 3-36: Evaluacion de la actividad fosfatasa acida en cada uno de los tiempos de
muestreo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes letras, muestran
diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.88; tiempo degradacion p =0.01;

tiempo de floracién p = 0.08; tiempo final p = 0.03.
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En cuanto al comportamiento de cada uno de los tratamientos a través del tiempo, se
evidencié que el tratamiento RS-MMO mantuvo la actividad mas o menos constante hasta
tiempo de floracién para disminuir drasticamente en el tiempo final. El tratamiento RS-IMO
present6 resultados estadisticamente significativos mas bajos en la actividad, hacia el
tiempo de degradacién, posteriormente un incremento en el tiempo de floracién y
finalmente disminuy6 en el tiempo final. Los tratamientos RS-B y RS-M presentaron un
comportamiento similar en el tiempo, en el cual disminuyeron gradualmente en cada uno
de los tiempos (Tabla 3-10). Todos los tratamientos disminuyeron significativamente en el
tiempo.

Tabla 3-10: Actividad de la enzima fosfatasa acida de cada uno de los tratamientos a
través del tiempo ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p £ 0.1. RS-MMO p = 0.016; RS-
IMO p =0.009; RS-B p = 0.005; RS-M p = 0.004.

Tratamientos T. inicial T. degradacion T. floracién T. final
RS-MMO 641.52+58.47 a 571.89+56.57 a 562.71+84.71a 164.57+£10.71b
RS-IMO 651.82+97.99 a 452.47+48.99 ab | 592.69+147.15b | 216.95+38.51 c
RS-B 676.63+98.28 a 555.83+50.93 a 455.29+5.07 b 224.82+26.54 ¢
RS-M

680.75+64.86 a 594.52+61.91 ab 423.56+68.07 b 213.15+25.52 ¢
Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.
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Otra de las actividades enziméticas del ciclo del fosforo evaluada fue la fosfatasa alcalina
(EC 3.1.3.1). Su actividad es mas baja en comparacion a la fosfatasa acida. El tiempo de
degradacién fue el Unico donde se present6 diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos. Esto sucedié a expensas del tratamiento RS-IMO, que presenté la actividad
enzimatica mas alta a diferencia del tratamiento RS-M con la actividad mas baja (Figura 3-
38).

Figura 3-37: Evaluacioén de la actividad fosfatasa alcalina en cada uno de los tiempos de
muestreo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. Diferentes letras, muestran
diferencias estadisticas significativas. Tiempo inicial p = 0.15; tiempo degradacion p = 0.05;

tiempo de floracion p = 0.35; tiempo final p = 0.78.
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En el analisis de los tratamientos a través del tiempo, la tendencia general de esta enzima
fue a mantener una actividad enzimatica a través del tiempo en cada uno de los
tratamientos desde el tiempo inicial hasta el tiempo de floracion, posteriormente se

presentd la disminucién de la actividad (Tabla 3-11).

Tabla 3-11: Actividad fosfatasa alcalina de cada uno de los tratamientos a través del
tiempo. ANOVA-Duncan / Kruskal-Wallis-Dunn p < 0.1. RS-MMO p = 0.012; RS-IMO p =
0.002; RS-B p = 0.049; RS-M p = 0.009.
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Tratamientos T. inicial T. degradacién T. floracion T. final
RS-MMO 82.73:27.35b | 128.80+41.35ab | 166.45:56.184a | 62.70424.91b
RS-IMO 141.96232.49 ab | 205.85:64.14a | 154.44+39.23a | 52.46+27.42 b
RS-B 107.45+46.96 a | 136.75:30.30 a | 123.85:43.86a | 56.71+23.84b
RS-M

127.71+£31.25 ab 110.65+£10.12 a 126.46+£17.49 ab 71.87+20.49 b
Diferentes letras, muestran diferencias estadisticas significativas en términos de tiempo de

muestreo.

3.5 Objetivo 3: Seleccionar y evaluar genes indicadores
del efecto de la incorporacion del tamo sobre la
estructura y funcién de la comunidad microbiana
asociada a los ciclos de C, N, y P en un cultivo
comercial de arroz

Con el objeto de evaluar la abundancia de genes indicadores de la actividad funcional de
la comunidad microbiana a través del metabolismo del C, Ny P, se decidi6 evaluar genes
indicadores del efecto de la incorporacién del tamo sobre la estructura y funcion de la
comunidad microbiana de cada uno de estos ciclos, para los tiempos inicial, degradacion,
y final, donde se realizé un analisis de todos los tratamientos en cada tiempo de muestreo

y un analisis de cada tratamiento a través del tiempo, como se muestra a continuacion.

3.5.1 Disefio y evaluacion de cebadores

La primera tarea para dar cumplimiento a este objetivo consistié en seleccionar los genes
de los ciclos biogeoquimicos de C, N, y P que sirvieran como marcadores de la
participacion de la comunidad microbiana durante los diferentes momentos de muestreo
del ciclo del arroz. Estos genes se seleccionaron de acuerdo con su relevancia en cada

uno de los ciclos.

El interés principal fue identificar cambios en la degradacion potencial de C en muestras
de suelo de cultivo de arroz bajo estudio. Para esto se identificaron genes que codifican
para enzimas relacionadas con degradaciéon de C (Glicosil Hidrolasas-GH), con particular
interés en la enzima B-glucosidasa (GH3). De esta manera se realizé un alineamiento de
secuencias de proteinas disponibles en el NCBI, el cual mostr6 dos blogues conservados

en el programa JCODEHOP, generando cerca de ocho parejas de cebadores degenerados
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para la identificacion de este gen. Estos cebadores fueron probados con la herramienta de
eurofins  genomics  (https://eurofinsgenomics.eu) y  ThermoFisher  Scientific®
(www.thermofisher.com) para encontrar la mejor pareja de cebadores teniendo en cuenta
gue la temperatura de melting no fuera mayor a 2°C entre ellos y que fuera menos probable
gue se formaran dimeros de cebadores. De esta manera se selecciond una de las parejas
de cebadores que podria resultar en un amplicon de cerca de 230 pb. Sin embargo, no
generd amplificaciones a partir de las muestras de suelo empleadas, por lo cual no fue

seleccionado para los ensayos posteriores.

En cuanto a los otros procesos del ciclo del C, a partir de las muestras de suelo de arroz
se amplificaron con cebadores especificos los genes mcrA, pmoA, Cel, y GH6, (tabla 2.1;
Anexo B), para obtener un fragmento de PCR amplificado del tamafio de pares de bases
esperado a saber, mcrA (509 pb), pmoA (491 pb), Cel (100 pb), y GH6 (150 pb).

Posteriormente se realizoé la clonacién de cada uno de los fragmentos obtenidos del
tamafio esperado en células competentes de E. coli DH5a, y vector pCR™2.1-TOPO
(TOPO®-TA cloning® kit) con el fin de identificar una clonacién exitosa se emple6 medio
de cultivo LB suplementados con ampicilina (50 pg-mL?), Isopropyl B- d-1-
thiogalactopyranoside - IPTG (100 mM) y  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside - X-gal (40 mg-mL*) como control se utilizé PUC19 y PHC60 sembrados
en LB suplementado con IPTG, X-gal y kanamicina (50 pug-mL™) o tetraciclina (10 pg-mL
1. Las clonaciones exitosas fueron secuenciadas; sin embargo, solo se logré identificar de

manera correcta el clon del gen Cel.

En cuanto al ciclo del P, el resultado fue similar al anterior, es decir, se amplificaron las
secuencias de los genes de interés a partir de las muestras de suelo. Se recuperaron los
clones y en el proceso de secuenciacion, las secuencias de todos los clones obtenidos
para el gen BPP (160-200 pb), identificaron una parte de la secuencia como gen BPP y
otra parte de la secuencia como gen nifH. En cuanto al gen ALPS (400 pb), se obtuvo un
total de 5 clones, a los cuales no se les pudo secuenciar para confirmar su identidad, o
realizar la curva estandar debido a las restricciones generadas por la pandemia, lo que

limité el acceso a la Universidad Nacional de Colombia.
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Por ultimo, en cuanto al ciclo del N, los genes nifH (450 pb), amoA de bacterias (491 pb) y
arqueas (624 pb), nirK (468-514 pb), nosZ (259 pb), gnorB (389pb), narG (110-173 pb) y
ureC (317 pb), fueron amplificados a partir de las muestras de suelo. Sin embargo, la
secuenciacion de los clones obtenidos permiti6 identificar de manera correcta los genes
amoA de bacterias, amoA de arqueas y nifH, los cuales fueron confirmados mediante

secuenciacién del gen y sus secuencias depositadas en el NCBI.

3.5.2 Estandarizacion por gPCR de los genes amoA
(bacterias/arqueas) y nifH y curvas de calibracion

Las condiciones para la amplificacién de los genes de estudio seleccionados amoA de

bacterias y arqueas y nifH en los suelos de estudio fueron estandarizadas con réplicas de

las muestras por PCR cuantitativa en tiempo real, con el kit LightCycler® 480 SYBR Green

en el equipo LightCycler® 480 (Roche).

Para el gen amoA de bacterias, se gener6 una curva estandar a partir de un plasmido que
contenia el gen amoA a razén de 3.78x10° copias-uL?, con una serie de diluciones en
base diez del plasmido (10! a 10°). La especificidad de los cebadores se verificé de dos
formas, primero por el andlisis de la curva melting (Temperature melting - TM).
Inicialmente, la amplificacion se verificé por analisis de la curva melting de los productos
de PCR, en el cual se observé un solo pico melting a 87.5°C, y TM menores de 81°C fueron
consideradas inespecificidades (Anexo P). Y segundo por la verificaciébn del tamafio
esperado del fragmento en pares de bases (491 pb), mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%. La curva de calibracion obtenida fue lineal con una eficiencia calculada en
1.825, un error de 0.00469, una pendiente de -3.829 y un intercepto Y de 44.53 (Anexo R).

Para el gen amoA de arqueas (AmMoA.A), se generd una curva estandar con una serie de
diluciones en base diez del plasmido (10! a 10°) que contenia 3.78 x 10%° copias-uL™. Una
vez terminada la amplificacion se verificd6 mediante TM Calling el pico correspondiente a la
amplificacién el cual fue a 87.5°C. Las inespecificidades de la reaccién fueron
consideradas a TM menores a 84°C (Anexo R). La confirmacion de la amplificacién
especifica se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa, en la cual se identificé el tamafio
del fragmento esperado (624 pb). La curva para el gen amoA.A fue lineal con una eficiencia
calculada en 1.97, un error de 0.058, un valor de la pendiente de -3.39 y un intercepto Y
de 31.14 (Anexo S).
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En el caso del gen nifH, no fue posible obtener un plasmido, puesto que de todos los clones
obtenidos ninguno tenia una homologia de mas del 80% con el gen nifH. Sin embargo, a
pesar de no tener un plasmido, se evalud la presencia del gen, en las muestras de suelo
de arroz, segun las condiciones descritas en la tabla 2-1, con los cuales se obtuvo un
fragmento de 450 pb. En el caso del gen nifH, la curva estandar fue elaborada con el DNA
de suelo, empleando diluciones seriadas en base dos (2), partiendo de una concentracién
inicial de 10 ng-ult. La TM correspondié a 90°C y las inespecificidades fueron
consideradas como las TM menores de 86°C (Anexo T). La curva obtenida fue lineal con
una eficiencia calculada en 1.710, un error de 0.0349, un valor de la pendiente de -4.293 y
un intercepto Y de 34.20 (Anexo U).

3.5.3 Cuantificaciéon por qPCR de la presencia del gen amoA, nifH
en muestras de suelos de arroz.
Para el andlisis del gen amoA, se emplearon las muestras de los tiempos (TO: tiempo
inicial, T1: tiempo de degradacion y T3: Tiempo final). Las muestras fueron normalizadas
a una concentracion de 12 ng-uL™. Los andlisis revelaron ligeros cambios en los niveles
de abundancia de los genes de amoA para todos los tiempos analizados; sin embargo, no
se registrd diferencias estadisticas significativas en el caso de bacterias (Figura 3-39),
mientras que en el caso de arqueas, el Unico tratamiento que no present6 diferencias

estadisticas significativas en el tiempo fue el tratamiento RS-MMO (Figura 3-40).

Figura 3-38: Abundancia de genes amoA de bacterias en el suelo de soporte en cada
uno de los tiempos de muestreo. p = 0.05 con la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. RS-
MMO:
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Figura 3-39: Abundancia de genes amoA de arqueas en el suelo de soporte en cada uno

de los tiempos de muestreo. Diferentes letras corresponden a diferencias estadisticas (p <
0.05) con ANOVA-Kruskal-Wallis.
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Por dltimo, para el analisis del gen nifH, se emplearon las muestras de los tiempos (TO:
tiempo inicial, T1l: tiempo de degradacion y T3: Tiempo final). Las muestras fueron
normalizadas a una concentracion de 5 ng-uLt. Los andlisis revelaron diferencias
estadisticas significativas en el tratamiento RS-IMO, mostrando un incremento desde
tiempo inicial a tiempo final. Mientras que para el tratamiento RS-M en los niveles de
abundancia de los genes de nifH para el tiempo inicial y final no presentan diferencias

estadisticas significativas, ambos se diferencian de manera significativa del tiempo de
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degradacion (Figura 3-41). Sin embargo, este resultado podria ser artefacto, debido a que,
en el momento de realizar la medicion en el laboratorio, se contaba con un duplicado y no
un triplicado de la muestra (puesto que se gasto durante la secuenciacion), los cuales eran

diametralmente opuesto y debido a la escasez de la muestra no fue posible realizar
nuevamente la medicion.

Figura 3-40: Abundancia de genes nifH en el suelo de soporte. Diferentes letras
corresponden a diferencias estadisticas ANOVA-Tukey (p < 0.05).
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4.Discusion

4.1 Parametros fisico-quimicos del suelo

El tamo de arroz (TA) contiene nutrientes que pueden ser benéficos para la fertilidad del
suelo y el rendimiento del cultivo, asi como puede mejorar los parametros fisico-quimicos

(Zhao et al., 2019), y bioldgicos del suelo, es decir mejorar la calidad (Turmer et al., 2014).

En este estudio, el incremento de la materia organica fue alrededor del 58% en promedio,
lo que indica una alta entrada de carbono independientemente del tratamiento aplicado
(Anexo C). Este incremento positivo en el CO del suelo indicaria un beneficio a largo plazo
de la aplicacion de TA, tal como lo sugiere Chen et al., (2012). Cabe decir que este
incremento fue detectado a pesar de que los cambios en el corto y mediano plazo en
cuanto a carbono organico total (TOC, por sus siglas en inglés) del suelo son dificiles de
observar debido a la historia del carbono y a su variabilidad temporal y espacial (Jin et al.,
2020).

Es importante mencionar que el contenido de TOC depende de la cantidad de tamo
retornado (Lou et al., 2011). La falta de diferencias de los tratamientos de cobertura (M) y
el tratamiento RS-IMO frente al tratamiento de quema fue diferente a lo esperado.
Probablemente, debido a que en el tratamiento RS-B los residuos de la parte superior
fueron quemados de manera incompleta e incorporados junto con las cenizas, y esto mas
la biomasa localizada bajo el suelo (raices), contribuye de manera comparable a los demas
tratamientos, al incremento del carbono organico en suelo en este tratamiento en particular
(Chivenge et al., 2020).

Ademas, se ha demostrado que la incorporacion de todo el TA en el suelo desde un campo
con una produccién de 9 ton de TA-ha, no produce un incremento significativo en términos
de TOC, carbono organico disuelto, incluso biomasa microbiana de carbono en relacién

con 0% de TA incorporado (Zhu et al., 2015). De manera opuesta, en dicho estudio la
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incorporacién de 50% de TA (equivalente a TA-ha), gener6 un incremento significativo en
todas las variables mencionadas anteriormente (Zhu et al., 2015). Estos autores sugieren
que el retorno de un 100% de TA en un campo con una produccion de 9 ton de TA-ha',
podria interferir con la actividad microbiana bloqueando el intercambio de gases, lo cual
podria reducir la actividad microbiana y asi no tener efectos visibles sobre el carbono

organico del suelo (Zhu et al., 2015).

Esto indica que la cantidad aplicada de TA es trascendental, ya que al aplicar cantidades
excesivas de TA cuando la produccion de arroz ha sido alta (210 ton-ha?), reduciria la
actividad microbiana y adicionalmente podria competir con el cultivo por el N, si no se
permite su descomposicion por un periodo minimo de ~30 dias, por debido a su alta
proporcion C:N (Hu et al., 2015). Ahora si la cantidad aplicada de TA es muy baja, mejoraria
la descomposicion del TA, sin embargo, la mineralizacién del carbono organico (CO)
consumiria mas CO, por lo que este se veria reducido en el suelo, generando un efecto de
cebado (cambio en la descomposicién microbiana del CO en respuesta a la entrada de C

fresco) en el suelo (Jin et al., 2020).

Alternativamente, el incremento de la materia organica podria haber sido facilitado por la
alta tasa de fertilizacion de N empleada en este ensayo, lo que permitiria disminuir la
proporcion C:N y asi acelerar la degradacion de TA. Ademas, el aumento de CO en todos
los tratamientos podria ser consistente con una baja tasa de degradacion esperada de TA
(~13.9% por mes) (Chivenge et al., 2020).

El pH del suelo presenté una disminucién hacia el final del cultivo para los cuatro
tratamientos; el pH inicial fue de 5.24 y termind en 5.06, 4.98, 491 y 4.69 para los
tratamientos RS-B, RS-MMO, RS-IMO y RS-M, lo cual es consistente con los resultados
obtenidos por Chen et al.,, (2012). Se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos RS-B y RS-M (p = 0.02); el valor de pH mayor en el tratamiento RS-B, puede
deberse a que las cenizas del TA aplicadas en este tratamiento son consideradas como
fertilizante de K (los cuales incrementan el pH en el suelo), debido al alto contenido

(0.33g°kg™) de este elemento en las cenizas (Chen et al., 2012).

Las otras propiedades quimicas del suelo, como los niveles de K, Na, Al, P y N, no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos en lo que corrid6 del

experimento (p = 0.05). Particularmente, los niveles de Ca, Mg, Na y la capacidad de
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intercambio cationico disminuy0 al tiempo de la cosecha. Mientras el nivel de Al increment6
en todos los tratamientos. Los niveles de P incrementaron en el tiempo en los tratamientos

RS-IMO y RS-B y permanecieron similares al valor inicial en los otros tratamientos.

4.2 Parametros vegetativos, reproductivos y
fitosanitarios del cultivo

A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticas significativas en rendimiento del
cultivo entre los tratamientos (Tabla 3-1), vale la pena comentar que, en el ciclo de cultivo
evaluado, el rendimiento fue superior (13 tonelada-ha?) frente al rendimiento esperado
para la variedad Fedearroz FL-68 (9 tonelada-ha?') (Hernandez Ledn, 2016). El no
encontrar diferencias significativas, es una respuesta similar a la encontrada por Zhu y col
(2015), después de la evaluacion del rendimiento anual de dos afios, en un sistema de
rotacion arroz-trigo, cuando la tasa de retorno del tamo fue del 100%, contrario a un
incremento de rendimiento con una tasa de retorno de TA de 50%. Cabe considerar que
en el estudio de Zhu y col (2015), el rendimiento del cultivo bajo el retorno de TA siempre
fue mayor en comparacion al no retorno de TA, con los mayores rendimientos retornando
el 50% de tamo (Zhu et al., 2015), en el primer ciclo de cultivo. Estos resultados sefialan
la importancia de aplicar TA e identificar la cantidad adecuada con el fin de obtener los

mejores resultados en términos de calidad del suelo a través del tiempo.

Una observacién importante es que el tratamiento RS-M produjo una tonelada-ha! menos,
en comparacion a los otros tratamientos, esto es esperado debido al hecho de que el
rendimiento de grano esta estrechamente ligado al nUmero de paniculas producidas por
plantas y el tratamiento RS-M fue el que presenté el menor niumero de paniculas. Se
genera entonces la hipotesis de que el efecto esta asociado con el hecho de que este
tratamiento tuvo el pH de suelo mas bajo y los niveles mas bajos de Ca y los mas altos de
Al. De acuerdo a Alam (1981), el pH del suelo tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento del arroz. Adema4s, a bajos niveles de Ca, el transporte de iones puede estar
dafiado e incrementar el dafio de membrana y promover pérdida de nutrientes.
Adicionalmente, Panhwar (2014) mostro que el exceso de Al puede afectar el crecimiento
de la plantas y dafar la disponibilidad de nutrientes del suelo debido a la inhibicion del
desarrollo de la raiz. Claramente dejar el TA como cobertura, bajo las condiciones

experimentales evaluadas en este estudio, podria afectar la productividad del cultivo.
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En cuanto al estado fitosanitario del cultivo (Tabla 3-1), con respecto a Burkholderia glumae
un patdgeno de la semilla de arroz que causa dafio a la panicula y puede reducir el
rendimiento en cerca del 46-75% del rendimiento del cultivo (Ham et al., 2011; Lee et al.,
2015; Zhou-qi et al., 2016), no fue detectado en el campo en ninguno de los tratamientos.
Esto debido posiblemente a que nuestro cultivo se realizé6 a mitad de afio, donde las
condiciones climaticas no son favorables para el desarrollo de la enfermedad (Ham et al.,
2011; Shew et al., 2019; Zhou-qi et al., 2016).

En contraste, Helmintosporium sp. estuvo presente, pero con una incidencia
significativamente menor presente en el tratamiento RS-IMO, que en los tratamientos de
cobertura (M). Esto sugiere que la accion del consorcio microbiano usado en este
tratamiento fue favorecida por la incorporacion de TA al suelo. En contraste este mismo
tratamiento incité a una mayor incidencia de Rhizoctonia en comparacion a los tratamientos
RS-B y RS-MMO.

La falta de patrones distintivos en el estado fitosanitario del cultivo entre los tratamientos,
frente a RS-B, sugiere la ausencia de un claro patrén de limpieza de patégenos del campo
mediante la quema del TA. Lanoiselet y col (2005) en un experimento de laboratorio
demostraron que la quema de TA puede eliminar Rhizoctonia (£121°C) o inhibir su
desarrollo (£ 110°C). Posiblemente, la quema puede reducir el inéculo en el suelo a la
forma de esclerocio dormante, sin embargo, no lo erradica completamente. Es importante
recalcar que el efecto de la quema es dependiente de la intensidad, la cantidad, el
contenido de humedad, la calidad del TA, la velocidad del viento, duracion de la quemay
temperatura (Lanoiselet et al., 2005). Por otro lado, la consolidacién del in6culo del
patégeno a partir del TA al siguiente ciclo de cultivo, dependera también de la
concentracion del patégeno (Zhu et al., 2014).



Capitulo 4 105

4.3 Objetivol: Evaluar el efecto de la aplicacion de una
enmienda de carbono sobre la estructura (abundancia
y riqueza de especies) y funcion de la comunidad
microbiana del suelo asociada a un cultivo de arroz

4.3.1 Composicion, estructura y funcién de la comunidad
bacteriana en suelo rizosférico en tiempo de floracién
Los datos mostraron que la comunidad microbiana, en la etapa de floracion fue afectada
notablemente por los tratamientos evaluados. A pesar de que la alfa diversidad tanto en
bacterias como en hongos, fue bastante similar entre los tratamientos, la alta diversidad de
las comunidades microbianas puede ser debida al efecto rizosférico comparada con el
correspondiente suelo de soporte (Edwards et al., 2018), y a los ciclos de inundacion y
drenaje, lo que involucra tanto bacteria aerobias como anaerobias (Jiao et al., 2019). Es
importante aclarar que un solo cultivar fue estudiado y que otros factores diferenciadores
como rizocompartimentos (rizésfera, rizoplano, endosfera) (Edwards, et al., 2015),
regimenes de fertilizacion (Zhan et al., 2018) y etapa de crecimiento de la planta (Edwards

et al., 2018) no se analizaron en este estudio.

La dicotomia en los tratamientos en cobertura (M) frente a los tratamientos tempranamente
incorporados (El) observada en la beta-diversidad (Figura 3-1), el agrupamiento
jerarquico (Anexo F) y el andlisis del microbioma core (Figura 3-2), sugiere que los
tratamientos ensamblan de manera diferencial la comunidad bacteriana posiblemente

debido a que se encuentran en momentos sucesionales diferentes.

Uno de los mayores resultados de esta diferencia es la presencia de bacterias aciddfilas,
como Bryobacter en el grupo M. Esto probablemente se deba a una degradacién mas lenta
en el TA dejado en superficie, el cual fue incorporado de manera tardia, casi al momento
de la siembra, lo que conduciria a un estado sucesional diferente en la comunidad,
particularmente en el tratamiento RS-M sin la aplicacibn de microorganismos
degradadores. Este hallazgo es particularmente importante, debido a que el efecto fue
observado en la etapa de floracién, sugiriendo de esta manera que la composicion de la
comunidad bacteriana asociada al cultivo de arroz estéa sujeto a las medidas agronémicas
tomadas en el momento previo a la preparacion del terreno en el momento de la siembra.

Cabe aclarar que, a pesar de que no se presentaron cambios estadisticamente



106 Determinacion del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

significativos a nivel de productividad, el tratamiento RS-M gener6 una tonelada menos en
produccion lo que indudablemente representa una gran diferencia para el productor. Esto
sugiere que el tratamiento RS-M sin la aplicacion de MO no es adecuado por sus efectos
en el pH del suelo y la productividad del cultivo, que, si bien no es significativa, es
considerable para la economia de los agricultores. Estos hallazgos indican que, en caso
de emplear el TA como cobertura sin aplicacién de microorganismos se necesita corregir

el pH con el fin de contrarrestar las pérdidas de produccién (Chivenge et al., 2020).

La dominancia de los filos particulares encontrados en este estudio como Proteobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes es consistente con estudios previos en cultivos de arroz y en
otras plantas. Tales filos son considerados habitantes comunes del suelo (Edwards et al.,
2015; Edwards et al., 2018; Guo et al.,, 2020). La clara dicotomia entre los grupos de
tratamientos M y El estd soportado por la abundancia diferencial de Proteobacteria,
Epsilonbacteraeota y Bacteroidetes (mas abundante en el grupo El) y Acidobacterias (méas

abundantes en el grupo M) (Anexo G).

Posiblemente, el incremento en la abundancia de los tres filos mencionados anteriormente
en el grupo EI comparado con el grupo M esté relacionado con una mayor actividad de
degradacién como lo mostré la prediccion realizada a través de PICRUSt2 (Figura 3-3)
en los tratamientos El. Sin embargo, este método de prediccion de funciones bacterianas
requiere precaucion en el andlisis de los resultados generados, debido a que esto depende
de la disponibilidad de los genomas de referencia anotados en una base de datos particular
y puede ser fuertemente y diferencialmente afectada por la transferencia horizontal de
genes a través de los genomas de los miembros de una comunidad microbiana (Jiménez
et al., 2014).

A pesar de las precauciones que se deben tener con el uso e interpretacion de PICRUSt2,
merece la pena mencionar que en particular Bacteroidetes, ha sido asociado con
degradaciéon de material lignoceluldsico (Jiménez et al., 2014), sus genomas tienen gran
namero de genes codificando para bioconversion de celulosa y hemicelulosa, sugiriendo
un papel fundamental en los procesos de biodegradacion en el grupo El. Sin embargo, se

deben realizar méas andlisis para confirmar este tipo de correlaciones.

Las Gamma-Proteobacterias fue la clase de Proteobacterias mas abundantemente

encontrada en todos los tratamientos (Anexo H). La abundancia de este grupo esta
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relacionada a un incremento de la relacion C:N del suelo (Hermans et al., 2017). Se
presume una posible conexién con el aumento de C de bajo peso molecular, que se
encuentra en la descomposicion de la materia organica y en los exudados de las raices
(Cleveland et al., 2007). De forma similar, muchos tipos de Bacteroidetes y Bacillus, son
organismos de rapido crecimiento involucrados en la degradacion de polisacéridos
(Cleveland et al., 2007; van der Lelie et al., 2012).

Se ha demostrado que las Acidobacterias (que son consideradas bacterias oligotréficas),
dominan los ambientes escasos de nutrientes (Cleveland et al., 2007; Fierer et al., 2007),
mientras las Gamma-Proteobacterias (copiotrofas), dominan en sistemas con alta
abundancia de compuestos de carbono de bajo peso molecular. Asi la cantidad de carbono
labil presente en un sistema, puede ser el factor clave de la abundancia de bacterias

oligotréficas frente a las copiotrofas (Fierer et al., 2007).

En este contexto, la significativa alta abundancia de Gama-Proteobacterias y Bacteroidetes
en el grupo EIl frente al grupo M (Anexo H), indica una disponibilidad diferencial de
compuestos carbonados de bajo peso molecular asociados a estos dos grupos de
tratamientos, indicando asi diferencias en el metabolismo del C del suelo. Tales
diferencias, podrian ser determinadas incluso por la descomposicion de materia organica
0 a un efecto diferencial de los tratamientos sobre la rizodeposicion de las plantas o al

estado fisico-quimico del suelo.

Por otro lado, Micromonospora es una actinobacteria involucrada en la degradacion de
materiales recalcitrantes. En estrecha asociacion con las raices de las plantas, se destaca
por rasgos funcionales como la fijacion de N y la produccion de compuestos bioactivos
(Trujillo et al., 2015). La mayor abundancia en el grupo M de estos dos géneros indica un
rol particular en el recambio de materia organica al tiempo de floracion, probablemente

debido a su tardia incorporacion al suelo en comparacion a los tratamientos del grupo EL.

4.3.2 Composicion, estructura y funcion de la comunidad fungica
en suelo rizosférico en tiempo de floracion

Con respecto a los fungomas, los bajos niveles de diversidad encontrados a través de los

tratamientos en relacién a las bacterias (Anexo E) es similar a lo encontrado por Guo

(2020). Esto es compatible con el principio de que los hongos son menos competitivos que

las bacterias en suelos humedos (Tian et al., 2013). Por otro lado, se encontré un alto
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porcentaje de OTUs no identificados (40%) que solo pudo ser asignado al reino hongo,
incluyendo los pertenecientes al core. Estos resultados son consistentes con el hecho que
bajos porcentajes (<5%) de hongos han sido descritos en las bases de datos (Mueller &
Schmit, 2007), o a la falta de secuencias de referencia o que se encuentran mal anotadas,
o simplemente son anotadas a niveles altos de clasificacion taxondémica como reino o filo
(Nilsson et al., 2016). A pesar de la importancia ecoldgica y biotecnolégica de los hongos
en el neotropico, permanecen sin caracterizar y dilucidar la riqueza de estos

microrganismos en estos ecosistemas.

El filo Ascomycota fue el mas abundante a través de todos los tratamientos (Anexo J). Esto
fue similar a lo reportado por Nie y col y Guo y col en suelos bajo inundacién de cultivo de
arroz (Guo et al., 2020; Nie et al., 2018b). La dominancia de Ascomycota puede ser debido
a los altos contenidos de N aplicados a los suelos. La aplicacion de N cambia la
composicion de la comunidad fangica suprimiendo los Basidiomycetes encargados de la
descomposicién de lignina (Nemergut et al., 2008), y aumentando los microorganismos
pertenecientes al filo Ascomycota, que son reconocidos por su capacidad de degradar
celulosa y hemicelulosa. Adicionalmente, los ascomicetes asimilan C a partir de TA

particularmente en la etapa tardia de la descomposicion (Guo et al., 2020).

A nivel de orden (Anexo J), los taxones mas representados fueron Sordariales,
Hypocreales, Pleosporales y Eurotiales, reconocidos como hongos de estrategia r
(Sterkenburg et al., 2015), los cuales debido a su habilidad de crecimiento rapido son
capaces de colonizar y usar sustratos simples como celulosas y hemicelulosas (Gallardo
et al., 2020) que pueden ser adquiridos con la incorporacion del TA, lo que podria explicar
su mayor abundancia. La incorporacion del TA ejercié un efecto sobre la abundancia de
estos ordenes cuando se compara con la quema, sin embargo, estos efectos no reflejaron
diferencias estadisticas significativas. Los Sordariales por su parte se encontraron en baja
abundancia en el tratamiento RS-B, probablemente relacionado no solo con el hecho de
gue estos microorganismos se encuentran de manera comun en detritos de plantas y
residuos de cultivo, debido a su capacidad para producir enzimas lignoceluloliticas
(Huhndorf et al., 2004), sino también a que este tratamiento contenia la menor cantidad de

TA incorporado.
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Por otro lado, Hypocreales es un orden que incluye el género Trichoderma, el cual present6
mayores AR en los tratamientos con aplicacién de microorganismos (RS-MMO y RS-IMO),
lo que se esperaba y constituye una ventaja, ya que Trichoderma fue aplicado por su
capacidad degradadora y antagonista. Sin embargo, el nivel de resolucion de las
secuencias no permitié llegar a la identificacion de este género. Adicionalmente, los
ordenes Pleosporales y Eurotiales incrementaron en el tratamiento RS-B, lo cual es
interesante debido a que muchas de las especies incluidas en estos ordenes son saprofitos
y/o patdgenos de plantas (Zhang et al., 2009), esto indicaria que no necesariamente la
guema elimina los patdgenos que pueden estar en el suelo. Cabe resaltar que, a pesar de
gue los oOrdenes mencionados anteriormente fueron los mas abundantes, no se
diferenciaron significativamente entre los tratamientos. Finalmente, entre los géneros
identificados se encuentran Penicillium, Lagena, Aspergillus, Edenia, Apiosordaria y
Talaromyces, los cuales son géneros comunmente encontrados en suelos (Hong et al.,
2010).

En este estudio se encontraron ordenes como los Sordariales (incluido en el core (Figura
3-5)), considerados descomponedores primarios de TA (Alberto et al., 2015) y
Pleosporales, el cual fue previamente reportado con incrementos en la etapa de floracion
debido a su capacidad de usar fuentes de C a partir de los exudados de la raiz. También
ambos 6rdenes han sido reportados como productores de celobiohidrolasas como
respuesta al aumento en la entrada de carbono fresco. Otro de los érdenes incluidos en el
core fue el de los Sebacinales que abarca principalmente ecto- y endo-micorrizas, asi como

endofitos, reconocidos como promotores de crecimiento de planta y tolerantes al estrés.

El agrupamiento jerarquico desarrollado sobre el core (Figura 3-5) permitidé generar la
hipétesis de gue la presencia tanto del in6culo microbiano, asi como el TA, contribuyen a
la formacién de la estructura de la comunidad fangica asociada al arroz. Incluso pueden
acelerar la degradacion de material lignocelulosico, favoreciendo otros hongos
filamentosos o bacterias que quiza pueden ser principales descomponedores en el sistema
(Anasontzis et al., 2017). Adicionalmente, podrian controlar enemigos microbianos para el

establecimiento de una comunidad bacteriana o fungica benéfica.

La prediccion de la funcionalidad de la comunidad fangica fue realizada con FunGuild,
donde solo una fraccién (14.16%), de la comunidad fangica pudo ser asociada a un modo

trofico particular (Figura 3-6). Mientras otros investigadores como Nie y col., (2018b) en un
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estudio de 34 afios de fertilizacion de una estacion experimental en China lograron asignar
el 74% de los taxones en suelos anegados de arroz con diferentes regimenes de

fertilizacion.

Suponemos entonces que nos enfrentamos en la zona de estudio, a una alta prevalencia
de taxones de hongos diversos y aun no asignados en las bases de datos de hongos. La
mayoria de OTUs identificados pertenecen a hongos saprotrofos presentes en todos los
tratamientos. Siendo ligeramente mayor en tratamientos de cobertura. Estos hongos
saprotrofos contribuyen a la mineralizacion de C, ya que ellos son efectivos
descomponedores de la materia organica y mineralizadores de carbono en los suelos
(Tung et al., 2016).

4.3.3 Composicion, estructura y funciéon de la comunidad
bacteriana en suelo de soporte en los tiempos inicial,
degradacion y final

De acuerdo con los resultados obtenidos en las curvas de rarefaccion (Anexo L),

visualizadas ya sea a través de los tratamientos o a través del tiempo, se pudo observar

gue las muestras son comparables entre si, excepto una réplica del tratamiento RS-B.

También se hace necesario aclarar que no fue posible alcanzar la asintota de la curva, lo

cual nos indica que la diversidad del suelo de soporte es probablemente mucho mayor y

gue se requiere un mayor esfuerzo de muestreo para poder identificarla.

a y B diversidad a partir del 16S rRNA en tiempo inicial, degradacién y final

La alfa diversidad de las comunidades microbianas de suelo de soporte de tiempo final
(el cual fue el mas diverso), se diferencié del tiempo inicial y de degradacion (Figura 3-8),
posiblemente debido a la presencia del cultivo, asi como a la aplicacién de fertilizantes y
fungicidas (Kato et al., 2015), y a la edad y genotipo de la planta (Edwards, et al., 2015;
Knief et al., 2012; Sessitsch et al., 2012).

El andlisis de beta diversidad (Figura 3-9) sefial6 que, la variabilidad de los datos puede
ser explicada con un 20.1%, un porcentaje bajo, que deja abierta la posibilidad de sefalar

gue las variaciones que se presentan en la comunidad no son Unicamente reflejo de la
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aplicacion de los tratamientos y que pueden existir en este trabajo de campo muchos otros
factores que pueden causar variabilidad sobre la comunidad.

Este andlisis de igual forma permitié visualizar que los datos de tiempo inicial y tiempo de
degradacién se agruparon dejando aparte las muestras de tiempo final, adicionalmente las
muestras de tiempo inicial correspondientes al tratamiento RS-M se agruparon de manera
independiente de los otros dos grupos (Figura 3-9). Sin embargo, no se evidenciaron
diferencias estadisticas significativas. Posiblemente, debido a la capacidad de
amortiguacion generada por el suelo o a los antecedentes del mismo, lo cual permite que
la comunidad permanezca mas estable y mas resiliente a los disturbios que se puedan

realizar en el suelo, convirtiéndolo en un nicho estable (Chialva et al., 2020).

Composicién taxondmica a partir del 16S rRNA en tiempo inicial, degradacion y final
La composiciéon taxonémica del microbioma revelado aqui, es consistente con estudios
previos relacionados a comunidades asociadas a cultivos de arroz (Edwards et al., 2019;
Edwards et al., 2015; Wang et al., 2020). Se identificaron 28 filos (Figura 3-10), dos de los
cuales pertenecian al dominio arquea como son Crenarchaeota y Euryarchaeota,
metanobacterias caracteristicas de suelos inundados de cultivos de arroz (Edwards et al.,
2015; Bissett et al., 2013). Mientras en el dominio bacteria los filos mas abundantes
correspondieron a Proteobacterias, Acidobacterias, Firmicutes, Actinobacterias,

Chloroflexi y Planctomycetes.

A nivel de género, se quiso identificar los diez taxones que presentaron mayor abundancia
relativa entre los tratamientos (Figura 3-12) y a través del tiempo (Figura 3-13). Se encontré
Bacillus sp (filo Firmicutes) y Ca. Solibacter (filo Acidobacteria), ambos asociados en
previos estudios al cultivo de arroz y con capacidad de degradacion de carbono y
produccion de metabolitos secundarios (Navarrete et al., 2015; Rawat et al., 2012). Los
otros taxones fueron afiliados a filos como Firmicutes (2), Acidobacteria (3), Chloroflexi (1)
y Proteobacteria (1). Es particularmente interesante que los dos primeros taxones mas
abundantes corresponden al filo Firmicutes y al género Bacillus, especialmente en el
tiempo de degradacion, posiblemente esté relacionado con la aplicacion de los

tratamientos y al proceso de degradacioén en si.
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La comparacion a través del tiempo, mostr6 nuevamente los mismos 10 taxones, donde
se pudo identificar que para el caso de las Acidobacterias, el aumento en la abundancia
relativa se realiz6 hacia el tiempo final, relacionado posiblemente con la disminucion en el
pH de todos los tratamientos en comparacién al tiempo inicial; sin embargo, ademas de su
relacién con el pH, como se menciond anteriormente este grupo de microrganismos estan
relacionados con degradacion de compuestos de carbono mas recalcitrantes (Navarrete et
al.,, 2013; Eichorst et al., 2018). ElI mismo comportamiento lo presentdé el taxén
perteneciente al filo Proteobacteria. Microorganismos pertenecientes a las Proteobacterias
son conocidos supresores de la enfermedad (Mendes et al., 2011) y esto podria ser un

factor protector frente a la presencia de fitopatdgenos.

Abundancia diferencial a partir del 16S rRNA en tiempo inicial, degradacién y final

Los analisis de abundancia diferencial para el tratamiento RS-M, no mostraron diferencias
estadisticas significativas en el tiempo. Sin embargo, su contraparte el tratamiento RS-
MMO, presento el mayor numero de diferencias estadisticas significativas, todas ellas entre
tiempo inicial y tiempo final (Figura 3-14). El hecho de que en tiempo de degradacién no
se encontraran diferencias estadisticas significativas, sugiere que el tratamiento RS-MMO
la aplicacion del tratamiento homogenizé la comunidad, evitando una disminucién o
incremento en los taxones presentes en este tiempo de muestreo, cabe recordar que en

tiempo inicial este tratamiento se encontraba separado de todos los otros tratamientos.

En tiempo inicial, taxones como Bryobacter, Polaromonas, Klebsiella, Rhizobium,
Blastocatellia, Ruminiclostridium, Nostoc, Methylobacterium y Pedomicrobium se
encontraban aumentados, sufriendo una disminucién a tiempo final. Del mismo modo
sucedi6 con los Ordenes, Enterobacteriales, Chloroflexales; Tepidisphaerales y
Rhizobiales. Estos géneros y ordenes de microorganismos estan relacionados con
degradacion de lignocelulosa (Ilvanova et al., 2020; Kovaleva et al., 2015; Kulichevskaya
et al., 2010; Ren et al., 2019), formacién de biopeliculas (Kielak, Barreto, et al., 2016),
fijacién de nitrégeno (Han et al., 2020; Martinez-Hidalgo & Hirsch, 2017), y algunos son
oportunistas que pueden llegar a ser patdgenos para humanos (Adeolu et al., 2016;
Gallego et al., 2005), lo que nos sefala una biodiversidad amplia en el suelo antes de

iniciar los tratamientos.
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Para tiempo final, en el tratamiento RS-MMO, 38 de los taxones que se encontraban
aumentados en tiempo inicial, disminuyeron en tiempo final. Entre los cuales se
encontraban Methylomonas, Methylocistis, Vulcanibacillus, Hydrogenispora y Ca.
Koribacter a nivel de género; siendo la mayoria (10) clasificados como uncultured
bacterium. Los dos primeros taxones bacterianos son reconocidos metanotrofos (Kumar et
al., 2019; Shiau et al., 2020), mientras que los ultimos tres taxones son reconocidos
degradadores de carbohidratos simples y algunos carbohidratos complejos (Kielak,
Cipriano, et al.,, 2016). La disminucién en tiempo final de estos microorganismos
probablemente sea debido a las condiciones ambientales en el suelo como cambios en el
pH, pero principalmente a que son microorganismos copiétrofos que a medida en que se
agotaban los recursos en forma de compuestos de carbono labil, fueron disminuyendo,

esto posiblemente ejercié una presion de seleccion en ellos.

Los andlisis del tratamiento RS-IMO, muestran diferencias significativas en algunos
taxones, entre el tiempo de degradacion y el tiempo final (Figura 3-15). En este caso
taxones pertenecientes a Acidobacteria, Clostridiales, Sulfuricurvum y Thiovulaceae
estaban aumentados en tiempo final. Esto nos sugiere que al ser estos microrganismos
degradadores de material lignoceluldsico (Ichikawa et al., 2017; Song et al., 2019), este
proceso de degradacion continda incluso hacia el final del ciclo de cultivo. Estos resultados
estan acorde a lo encontrado por Bao et al., (2020) quién sefial6 que el proceso de
degradacién es bastante lento y depende de la relacién C:N. Brevibacillus disminuy6 en
tiempo de degradacion; este género es conocido por ser un gran productor de proteasas y
adicionalmente un buen biocontrolador al producir péptidos con actividad antimicrobiana
(Ahmed et al., 2018). Este resultado sugiere que la aplicacion del consorcio microbiano
ejerce un efecto sobre la comunidad microbiana, disminuyendo algunos de los
microorganismos biocontroladores que se encuentran en suelo, como es el caso de

Brevibacillus.

Por ultimo, para el tratamiento RS-B (Figura 3-16), en tiempo inicial aumentaron las
Comamonas, microorganismos reconocidos por su papel en el proceso de desnitrificacion
y amonificacién dentro del ciclo de nitrégeno y por utilizar diversas fuentes de nutrientes y
almacenar el carbono como granulos de polihidroxibutirato (Wu et al., 2018). Finalmente,
en el tiempo de cosecha se present6 el mayor nUmero de taxones pertenecientes a

géneros como Vulcanibacillus, un microorganismo formador de endospora aislado de
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ventosas hidrotermales en el mar (Abin & Hollibaugh, 2016). Posiblemente su capacidad
para producir endosporas fue lo que permitio resistir a la quema y tener una ventaja frente
a los otros microorganismos que se ve reflejada en aumento a tiempo final. Adicionalmente,
en el genoma de estos microorganismos se han identificado multiples vias involucradas en
el metabolismo de carbohidratos y acidos organicos (Abin & Hollibaugh, 2016); de esta
manera este microrganismo podria ser uno de los contribuyentes a la degradaciéon de

material vegetal en este tratamiento.

Entre los 6rdenes identificados con mayor abundancia en el tiempo final en comparacion
a los otros tiempos de muestreo, se encontré los 6rdenes Gemmatales, Azospirillales,
reconocidos como promotores de crecimiento vegetal (Cassan et al., 2020). De igual forma
fueron identificados Planctomycetales, unos oxidadores anaerobios de amonio (Suleiman
et al., 2016), posiblemente una poblacién que fue favorecida por la alta concentracién de

fertilizacion nitrogenada aplicada durante el cultivo.

Vale la pena mencionar que mientras los tratamientos RS-IMO y RS-B presentaron un
aumento diferencial de taxones en el Ultimo tiempo de muestreo, el tratamiento RS-MMO
tuvo un comportamiento opuesto, disminuyendo el nUmero de taxones en tiempo final. Esto
sumado a la falta de diferencias en el tratamiento de RS-M, sugiere que incorporar el TA o
dejarlo en cobertura, determina que las comunidades microbianas del suelo de soporte se
encuentren en un estado de sucesion diferente, evidenciado particularmente hacia el final

del ciclo de cultivo.

Adicionalmente, este estudio evidencio la presencia de microorganismos copiétrofos en el
tiempo inicial y presencia de oligotrofos a tiempo final del ensayo. Estos resultados son
similares a lo reportado por Maarastawi y col (2018a; 2018b) en un experimento en
microcosmos con tamo marcado y no marcado en rotacién arroz-maiz, posiblemente esto
se explique ya que la degradacion del TA se ve inducida por la presencia de copiétrofos
gue toman ventaja del carbono organico labil y facilmente disponible lo que les permite una
mayor abundancia (Pascault et al., 2013). Mientras tanto debido al proceso de
degradacioén, hacia el final del ciclo de cultivo, se aumentaron los microorganismos
oligotrofos como las Acidobacterias y Actinobacterias. Microorganismos capaces de crecer

en ambientes escasos de nutrientes, en este caso en las etapas mas tardias del ciclo de
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cultivo, donde se incrementa la presencia de compuestos de carbono mas complejos como
la lignina (Watanabe et al., 2013) los cuales no son facilmente metabolizados (Fierer et al.,
2007; Kielak, Cipriano, et al., 2016).

Microbioma central (core) a partir del 16S rRNA en tiempo inicial, degradacion y final
Uno de nuestros objetivos fue definir el core persistente de la comunidad, ya que es critico
para entender el ensamblaje y la estabilidad de la comunidad (Shade & Handelsman,
2012). El andlisis indic6 que el core esta conformado por 564 taxones afiliados a géneros
como Bacillus, Bradyrhizobium, Ca Koribacter, Bryobacter, Solibacter y Edaphobacter
(Figura 3-17). Estos taxones estan relacionados con degradacibn de material
lignocelulésico y promociéon de crecimiento de plantas. Debido a que se encuentran
conservados a través de los tratamientos y a través del tiempo, estaria indicando que son
microorganismos adaptados al cultivo (Lundberg et al., 2012). Bradyrhizobium ha sido
encontrada haciendo parte del core en otros campos de arroz al igual que Bacillus en
cultivos de arroz en regiones de alta temperatura media anual en diferentes lugares en la
China (Jiao et al., 2019).

Los microorganismos del core que estan adaptados al cultivo promueven interacciones
relacionados probablemente con la degradacion de la materia organica en
descomposicion. El andlisis del core muestra que el tiempo inicial y el tiempo de
degradacién comparten mayor numero de taxones (223 OTUs), confirmando que las
diferencias encontradas son principalmente generadas en el tiempo posiblemente debido
a los cambios durante la descomposicion de materia organica en suelo (Van Bruggen &
Semenov, 2000).

Redes de co-ocurrencia a partir del 16S rRNA en tiempo inicial, degradacion y final
Con el fin de identificar asociaciones entre las poblaciones muestreadas, se realizé el
andlisis de las interacciones ecoldgicas inferidas a través del analisis de redes de co-
ocurrencia, estos analisis pueden ser usados para determinar la importancia de las
interacciones entre los microorganismos en una comunidad. Las comunidades
identificadas en el tratamiento RS-MMO exhibieron una mayor complejidad reflejada por el
incremento en la densidad de la red (nimero de ejes positivos y nimero de ejes negativos)
en comparacion a RS-M (Tabla 3-2), indicando posiblemente que los microorganismos

aplicados tienen influencia sobre las comunidades microbianas asociadas al cultivo de
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arroz. Mientras que, si estos micoorganismos son aplicados al TA en cobertura, pero este
es inmediatamente incorporado, tienen un comportamiento similar al tratamiento RS-B,
sugiriendo que la incorporacién en la matriz del suelo tiende a reducir el efecto de los MO
aplicados sobre la complejidad de la comunidad microbiana del TA.

Ahora bien, la identificacion de modulos en las redes de co-ocurrencia pueden indicar que
se estén llevando a cabo procesos ecoldgicos que gobiernan la estructura de la comunidad
(Lima-Mendez et al.,, 2015; Ma et al., 2020). Los mddulos simplifican datos de alta
multidimensionalidad (Williams et al., 2014). En este analisis se encontré un minimo de 13
y un maximo de 16 modulos en los tratamientos evaluados, los cuales podrian indicar
gradientes ambientales (Ma et al., 2020) que deberan ser explorados a profundidad con el
fin de identificar procesos ecoldgicos importantes y diferenciadores en las diferentes

comunidades de cada uno de los tratamientos.

El andlisis de las redes en cada uno de los tratamientos identificé diferentes key taxa para
cada uno de los tratamientos. En general los microorganismos identificados como key taxa
son considerados como indicadores de la salud del suelo. Esto se debe a que son capaces
de controlar sus interacciones con otros actores de la comunidad (Berry & Widder, 2014),
(Van Bruggen & Semenov, 2000). Adicionalmente ejercen un efecto desproporcionado
sobre el ecosistema, en relacion a su abundancia (Power et al., 1996), y reflejan procesos
gue estan involucrados con la coexistencia y mantenimiento de la diversidad entre las

comunidades (HilleRisLambers et al., 2012).

Los diferentes key taxa de este estudio contaban con un promedio de siete conexiones,
excepto para el tratamiento RS-B, el cual presentdé un maximo de dos conexiones con otros
microorganismos. Esto muestra que los tratamientos con tamo generan mayores
interacciones, sugiriendo redes mas complejas con una mayor posibilidad de prestar
diversos servicios ecosistémicos. Se sabe ademas que cuando los microorganismos se
encuentran filogenéticamente relacionados, tienden a co-ocurrir de manera positiva
(Lozupone et al., 2012), tal como ocurrié en el tratamiento RS-MMO con Paenibacillus y

Clostridium pertenecientes al filo de Firmicutes.
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A diferencia de lo que report6 Banerjee et al., (2016), en un microcosmos de suelo de
soporte con tamo de trigo a Gemmatimonas y Acidobacteria como key taxa, las cuales
estaban relacionadas a descomposiciéon de materia organica, en este estudio no se
encontraron dichos filos asociados. Sin embargo, si se encontraron taxones asociados con
degradacién de material lignocelul6sico como Paenibacillus, Actinobacteria, Clostridium y
Bacillus esto sugeriria que estos taxones cumplen un rol de alto impacto en la estructura
funcion y ciclaje de nutrientes en cada una de las comunidades, donde pueden servir como
reservorio de diversidad genética, funcional e incluso actuar como un sistema de
amortiguamiento frente a los cambios generados por la aplicacién de cada uno de los

tratamientos empleados (Brown et al., 2009).

Este estudio se realiz6 en la misma localizacion geografica, bajo un mismo tipo de suelo,
aplicando diferentes tratamientos, y se encontraron key taxa exclusivos para cada suelo
bajo diferente tratamiento del TA, sugiriendo que los tratamientos empleados ejercen un
efecto diferente sobre la comunidad microbiana. Llama la atencion que en un estudio
reportado por Lupatini et al., (2014) en dos biomas de Brasil, encontraron Proteobacterias,
Actinobacterias, Chloroflexi, Bacteroidetes y Firmicutes como key taxa, los cuales fueron
exclusivos de cada uso del suelo, indicando que los tratamientos evaluados sobre el TA

ejercen una influencia similar a la evidenciada para diferentes usos del suelo.

4.3.4 Andlisis del potencial funcional en los tiempos inicial,
degradacién y final

En este estudio se buscé a través de la metagendmica identificar vias metabdlicas que

permitieran sefalar la variaciéon entre los tratamientos en cada tiempo de muestreo o a

través del tiempo.
Anélisis de las vias metabdlicas en los datos metagendmicos

Aunque no se identificaron diferencias significativas en las vias metabdlicas entre los
tratamientos, estas fueron identificadas a través del tiempo entre tiempo inicial y tiempo
final (Anexo R), siendo mayores que las encontradas entre tiempo de degradacion y tiempo
final (Figura 3-21). Cabe recalcar que las diferencias méas altas se encontraban
relacionadas con sistemas de transporte de aminoacidos, sistemas de dos componentes y

un sistema mdultiple de transporte de azlcares, los cuales estan relacionados con la
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importacion de nutrientes (principalmente carbono), vitaminas y elementos traza como
hierro, zinc y cobre al citoplasma de los microorganismos. La disminucion de estos
sistemas de transporte a tiempo final estaria indicando que los microorganismos
probablemente en este tiempo de muestreo se encuentran en funciones diferentes a la
adquisicion/importacion de nutrientes. Posiblemente, esto esté relacionado con la
presencia del cultivo, que puede ejercer un efecto sobre el potencial funcional asociado a

la comunidad.

Es importante recalcar que no se encontraron diferencias entre tiempo inicial y de
degradacién, donde se esperaba encontrar las mas grandes diferencias. Estos resultados
estarian indicando que la incorporacion de grandes cantidades de materia organica
permite una homogenizacién entre los tratamientos o que el tiempo de medicién de la
respuesta no fue el adecuado para identificar las posibles variaciones en las vias

metabdlicas potenciales que presenta la comunidad en respuesta a los tratamientos.
Anélisis de los grupos de genes biosintéticos (BGCs)

En cuanto al andlisis de los grupos de genes biosintéticos (BGCs), agrupaciones de
genes que codifican enzimas biosintéticas para produccién de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana (Borsetto et al., 2019; Cimermancic et al., 2014), este estudio
identificé la presencia de BGCs asociados a los tratamientos aplicados (Figura 3-19). Estos
BGCs podrian estar desempefiando un papel fundamental en la defensa de la planta contra
la presencia e incidencia de los fitopatégenos estudiados. En la identificacién de los BGCs,
el tratamiento RS-M fue el que menos recuentos de BGCs presentd, esto nos estaria
indicando un posible efecto de los tratamientos sobre la presencia de BGCs, ya que los
tratamientos con microorganismos adicionados fueron los que presentaron mayores

recuentos de BGCs.

El tratamiento RS-MMO por su parte, fue el Unico en el que se identificaron arilpolienos
(APE), los cuales pueden funcionar como agentes protectores (pigmentos) contra el estrés
oxidativo (Cimermancic et al, 2014), y son frecuentemente encontradas en
Proteobacterias, el grupo de mayor abundancia relativa entre los tratamientos, y bacterias

del grupo CFB (Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroidetes) (Schéner et al., 2016).
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Por su parte, el tratamiento RS-IMO fue el que mayores recuentos de BGCs presento, con
mayor presencia de lipopéptidos, policétidos y terpenos, ademas fue el Gnico que presento
bacteriocinas y también present6 péptidos no ribosomales (NRPS), aunque no fueron los
mayores recuentos. Los lipopéptidos, compuestos de bajo peso molecular suprimen el
crecimiento de patdégenos, poseen actividad litica contra un amplio espectro de
microorganismos, participan en la proteccién contra depredadores y estan involucrado en
la motilidad, la formacion y desarrollo de biopeliculas, quelacion de iones metélicos y
degradacién de xenobidticos (Raaijmakers et al. 2010). Adicionalmente, inducen
resistencia sistémica em la planta (Hasem et al., 2019), confiriendo proteccién del cultivo

frente al ataque de fitopatégenos.

Por su parte los péptidos no ribosomales (NRPS), son las familias de metabolitos
secundarios mas abundantes (Dror et al., 2020) e incluyen funciones como
antimicrobianos, moléculas de comunicacién, pigmentos con funcién de proteccién contra
estrés oxidativo y sideréforos (Dror et al., 2020). Los NRPS presentaron los conteos de
BGCs mas abundantes en todos los tratamientos, posiblemente porque junto a los
policétidos son igualmente los BGCs mas abundantes. Es importante resaltar que, aunque
los NRPS se encontraban distribuidos de manera casi homogénea entre los tratamientos,
el tratamiento RS-B, fue el que presentdé mayores conteos. Estos resultados junto con el
hecho de que, el conteo total de BGC se asemejaba al tratamiento RS-MMO podria
contribuir a entender el por qué no se encontraron grandes diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos en la incidencia de patdgenos.

Por dltimo, las bacteriocinas péptidos sintetizados ribosomalmente con un estrecho
margen de accion (Holtsmark et al., 2008), pueden reducir la incidencia o severidad de
enfermedades en plantas por su accién bactericida y/o bacteriostatica, inhibiendo el
crecimiento de patégenos (Subramanian & Smith, 2015), promoviendo el potencial de

proteccion contra fitopatdgenos en este tratamiento.
Andlisis de genes relacionados con el ciclo de carbono

El analisis del potencial funcional estuvo dirigido con gran interés en la identificacion de los
genes que codifican para enzimas degradadoras de carbohidratos (CAZy) reconocidos por
su capacidad para sintetizar, pero especialmente para degradar carbohidratos y

glicoconjugados. En este estudio se identificaron todas las seis familias en cada uno de los
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tratamientos a través del tiempo, con una alta diversidad de cada una de esas familias. La
mas enriquecida de las familias fueron las glicosil hidrolasas (GH). Ahora bien, algunos
genes codifican para enzimas que estan involucradas en procesos enzimaticos similares,
lo que contribuye a la redundancia funcional de la comunidad (Choi et al., 2018). Los
resultados obtenidos en este estudio sugieren un alto nivel de redundancia en degradacion
de carbono, soportado por la cantidad de las diferentes enzimas activas sobre

carbohidratos que fueron identificadas en este estudio.

Ahora bien, el numero de familias relacionadas con degradacién fue mayor (162), en
comparacion con el numero de familias de genes relacionados con sintesis de
carbohidratos (47). Esto indica que las comunidades microbianas asociadas a los
tratamientos estan especializadas en la hidrélisis de uniones glicosidicas, es decir estan

enfocadas en la degradacién de la materia organica presente.

En el analisis se evalu6 todos los tratamientos si tener en cuenta el tiempo de muestreo,
donde el tratamiento RS-IMO presenté una mayor abundancia de CBM5 (Figura 3-23), un
maddulo de unién a carbohidratos con gran afinidad a la celulosa cristalina y especialmente
a la quitina, que incrementa la eficiencia de las enzimas para unirse a estos sustratos
(Guillén et al., 2010; Mekasha et al., 2020). Mekasha et al., (2020) demostré que este
modulo tiene una mayor afinidad por la a-quitina en comparaciéon a B-quitina, lo cual le
permite a microorganismos como Actinomycetales (de Vries, 2018), una mayor afinidad
por el sustrato natural. Esto sugiere que, particularmente en este tratamiento puede haber
un mayor efecto de degradacién de compuesto quitinoliticos mediado por la presencia de
CBMS5.

Cuando se analizé solo los tiempos de muestreo (Figura 3-23), la GH92 present6 una
mayor abundancia en los tiempos inicial y de degradacién en comparacién a tiempo final.
Esta GH esta involucrada en la degradacion de hemicelulosa ya que posee actividad a-
manosidasa (EC3.2.1.123). Asi mismo la GH92 ha sido previamente reportada en un
estudio de degradacion de tamo de trigo asociada a la presencia de Bacteroidetes,
especialmente a Sphingobacterium (Jiménez et al., 2015). Esta enzima posee la capacidad
de hidrolizar polisacéaridos de residuos vegetales agricolas (Jiménez et al., 2016). Estos
resultados sugieren que, durante estos dos tiempos de muestreo, se tiene el potencial de

degradar material lignocelulésico, lo cual estaria acorde con los resultados encontrados en
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las actividades enziméticas relacionadas con la degradacién de hemicelulosa, a pesar de
gue esta actividad en particular (a-manosidasa) no fue evaluada, las actividades
hemiceluloliticas si presentaron una alta actividad en comparacion con la actividad

celulolitica.

Por otra parte, las GH que se encontraron enriquecidas en el tiempo de degradacion fueron
GH113 y GH135 que poseen actividad p-mananasa (EC 3.2.1.78), a-1,4-
galactosaminogalactano hidrolasa (EC 3.2.1.-). Otras GH identificadas con mayor
abundancia en este tiempo fueron la GH 51 posee actividad endoglucanasa (EC 3.2.1.4);
endo-B-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8); B-xilosidasa (EC 3.2.1.37); a-L-arabinofuranosidasa
(EC 3.2.1.55); liquenasa / endo-f3-1,3-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.73) y la GH116 actividad -
glucosidasa (EC 3.2.1.21); B-xylosidasa (EC 3.2.1.37); B-glucosidasal/pB-
glucosilceramidasa acida (EC 3.2.1.45); B-N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.52) (The
Cazypedia Consortium et al., 2018). Estas enzimas hidroliticas actian sobre la
hemicelulosa, especialmente sobre xiloglucanos o xilanos (de Souza, 2013) y trabajan de
manera cooperativa para romper glucoarabinoxilanos, uno de los mayores componentes
de plantas monocotiledéneas (Wongwilaiwalin et al., 2013), que trabajan en la degradacién
de lignocelulosa (Alvira et al., 2011). Esto indica que en esta etapa se cuenta con todo el
arsenal genético para la producciéon de enzimas que intervienen en el proceso de

degradacién del TA.

El analisis de los tratamientos a través del tiempo sefal6 diferencias estadisticas
significativas, pero para cada tratamiento los resultados son diferentes. Las enzimas que
difieren en el caso del tratamiento RS-MMO (Figura 3-25) fueron la GH102 y la GH16 que
actian sobre un amplio rango de polisacaridos complejos, especialmente xiloglucanos
(Viborg et al.,, 2019) y GT30 involucrada en la biosintesis de oligo y polisacéaridos y
glicoconjugados (Breton et al.,, 2006). Estas familias activas sobre carbohidratos
presentaron una mayor abundancia en tiempo de degradacién. Mientras que la GH130
principalmente con actividad B-1,2-mannosidase (EC 3.2.1.-) y la GH27 con actividad
principalmente a-galactosidasa (EC 3.2.1.22) presentaron mayor abundancia en tiempo
inicial. Esto sugiere que en tiempo de degradacion el potencial enzimatico esta dirigido a
la degradacion de polisacaridos complejos, especialmente aquellos que son encontrados

en las paredes celulares de las plantas.
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El tratamiento RS-IMO (Figura 3-26) presenté mayores abundancias en las familias AA12
(actividad oxido-reductasa), GH148 (B-1,3-glucanasa) y PL9 (pectato liasa EC 4.2.2.2) en
los tiempos inicial y de degradacion. El potencial enzimatico de este tratamiento actua
sobre polisacaridos de la pared celular de plantas, como la pectina; particularmente la
pectato liasa es producida por hongos como Aspergillus, Penicillium, y Fusarium y
bacterias como Clostridium y Streptomyces (Sutherland, 1995). Las PL rompen enlaces
glicosidicos en polisacaridos acidos (Linhardt et al., 1987), mientras las AA incluye enzimas
redox que acttan en conjunto con las GH, PL y CE y les ayuda a obtener acceso a los
carbohidratos que hacen parte de la pared celular de plantas, colaborando de manera
sinergistica en su degradacion. En este caso la AA12 es una deshidrogenasa dependiente
de pirrologquinolina quinona y es producida principalmente por bacterias Gram negativas
(Characterization & Turbe-doan, 2019).

El tratamiento RS-B presenté mayores diferencias a través de tiempo (Figura 3-27), con
una alta actividad celu y hemicelulasa; al igual que el tratamiento RS-M con diferencias en

enzimas degradadoras de hemicelulosas en tiempo de degradacion.

Para nuestro conocimiento este es el primer andlisis de suelos agricolas en campo
aplicando los cuatro tratamientos aqui propuestos que revelan la variedad de genes
relacionados con la degradacion de materia organica. Los resultados aqui expuestos
ponen de manifiesto el amplio potencial funcional presente en estos suelos, y que cada
uno de los tratamientos aplicados ejerce un efecto diferente sobre la comunidad microbiana
evidenciado en el potencial de las enzimas relacionadas con la liberacién de azucares a

partir de oligosacaridos presentes en el TA.

Adicionalmente, cuando se identifican las funciones enzimaticas asociadas a cada
tratamiento en los diferentes tiempos de muestreo se puede hablar de redundancia
funcional, puesto que algunos de los genes codifican para enzimas cumplen la misma
funcién. Adicionalmente, el potencial metabdlico presente en cada tratamiento refleja la
importancia de estas proteinas en la degradacion (deconstruccion) de la biomasa de

residuos vegetales.

Es importante mencionar que la gran mayoria de los genes estaban relacionados con la
degradacién de hemicelulosa en comparacion a la celulosa. Kont et al., (2013) en un

estudio in vitro encontré que en la fraccién liquida de tamo de trigo pre tratado de manera
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hidrotermal, los oligosacaridos fueron fuertes inhibidores de la celulasa incluso, llegando a
ser 100 veces inhibidor que la presencia de celobiosa (Kont et al., 2013). Esto también se
vio reflejado en los analisis de las actividades enzimaticas, las cuales presentaron mayores
valores cuando se evaluaron las actividades hemiceluloliticas en comparacién a las
celuloliticas. Y aunque si se encontraron genes involucrados en la degradacién de
celulosa, cabe recordar que la identificacion de genes no refleja los miembros activos de

la comunidad, o la produccion de las proteinas en la presencia del sustrato.

En cuanto a los otros procesos de interés que incluyen metanogénesis y metanotrofia
(Figura 3-29), se puede decir que los microorganismos metandgenos desempefian un rol
fundamental en el ciclo de carbono (Serrano-Silva et al.,, 2014) y son clasificados de
acuerdo al sustrato que empleen como: hidrogenotrofos, formatotrofos, acetotrofos,
metilotrofos y alcoholotrofos (Serrano-Silva et al., 2014). A través del analisis
metagenodmico fueron identificadas tres vias principales de produccién de metano,

hidrogenotrofa, metilotrofa y acetotrofa o acetoclastica.

Los metandgenos identificados a través del analisis del 16S rRNA como los
Methanobacteriales, Methanococcales, Methanosmicrobiales y Methanosarcinales
encontrados en este estudio, dependen de otros microorganismos que les proporcionen
sustratos y condiciones de reduccion adecuadas, como por ejemplo amonio, para

emplearlo como fuente de nitrégeno.

Es importante resaltar que, asi como se encontraron las vias de metanogénesis también
se encontré la via de la metanotrofia (Figura 3-29). Ahora bien, en el caso del tratamiento
RS-MMO los metanotrofos tipo I, Methylomomas (Gammaproteobacteria) y tipo Il
Methylocystis (Alfaproteobacteria) se encontraban disminuidos a tiempo final.

Contrario a lo reportado en este estudio, Imchen et al., (2019), report6é un enriquecimiento
de metanotrofos tipo | a medida que aumentaba la edad de las plantas y hasta el drenaje
del agua en rizésfera de arroz; similar a lo encontrado por Pandit et al., (2016) en cultivos
de arroz en la India. Posiblemente, debido a que estos eran suelos rizosférico mientras
gue los trabajados en este analisis fueron suelos de soporte. Adicionalmente,
Methylomomas es capaz de fijar nitrégeno, pero debido a que en este estudio la cantidad
de N adicionado como fertilizante fue bastante alto, posiblemente disminuyé la presencia

de este microorganismo.
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En el caso de Methylocystis un metanotrofo tipo Il, los resultados coinciden con lo
reportado por Imchen et al., (2019), quien tampoco encontré enriquecimiento hacia el final
del cultivo. Posiblemente debido a la presencia del amonio ya que este sustrato los
emplean tanto los metanotrofos como los nitrificadores y compiten por el mismo (Reay &
Nedwell, 2004). De igual forma, los productos intermedios del proceso de nitrificacion

(hidroxilamina y nitrito) pueden inhibir la presencia de Methylocystis.

La estrecha relacion existente entre el C y el N genero6 la inquietud acerca del potencial
funcional de la comunidad microbiana enfocada en este ciclo, debido adicionalmente a que
este nutriente desempefia un papel fundamental en la composicion microbiana
especialmente en suelos agricolas (Fierer et al., 2012). En cuanto a la identificacion de la
funcidn potencial de la comunidad microbiana, 59 genes fueron asignados a las rutas
bioguimicas de fijacién de nitrégeno, nitrificacién, desnitrificacion, reduccion asimilatoria y
desasimilatoria de nitrato. Sin embargo, los resultados no reflejaron diferencias en el

potencial funcional de la comunidad.

De los genes detectados, los que se encontraban en mayor abundancia estaban
relacionados con metabolismo de aminoacidos, seguidos por los genes nar como son nark,
narG, narH, nxrB (homélogo a narH) pertenecientes a la ruta de la desnitrificacion
(reduccion de nitrato) (Kuypers et al., 2018), asi como también fue detectado nasB una
nitrito reductasa asimilatoria (Lin et al., 1993) y un transportador de nitrato/nitrito, esencial
para el transporte de nitrito del suelo a la planta (Kotur et al., 2013). La mayor abundancia
de estos genes transportadores puede estar relacionado con la alta disponibilidad de N
inorganico, representado por la alta concentraciéon de fertilizantes nitrogenados aplicados

al cultivo.

A pesar de que no se encontraron diferencias entre los tratamientos en cada tiempo de
muestreo o a través del tiempo, las actividades enzimaticas como proteasa y ureasa
mostraron que estas enzimas respondieron de manera diferencial a los tratamientos tal
como lo muestra su respuesta en el tiempo de degradacion, y en el tiempo de floracion la
ureasa. Esto puede ser debido a que las enzimas pueden quedar atrapadas en el suelo,
protegidas y en el momento en que las condiciones sean favorables para ser funcionales
(Nannipieri et al., 2017).



Capitulo 4 125

Por ultimo, en el ciclo de fosforo, el interés inicial iba dirigido a identificar el potencial
funcional de los genes que codifican para la fosfatasa &cida, alcalina y la fitasa. Sin
embargo, estos genes presentaron una baja abundancia en general y en todos los
tratamientos el gen de la fosfatasa alcalina siempre presenté méas bajas abundancias que
el gen de la fosfatasa acida. Este mismo comportamiento fue evidenciado igualmente
durante la evaluacion de las actividades enziméaticas (Figura 3-37; Figura 3-38), incluso

evidenciando la disminucion en la abundancia de genes a través el tiempo

Llama la atencion que, de los 30 genes del ciclo de fosforo detectados, las mayores
abundancias correspondieron a un sistema de dos componentes, PhoR-PhoB que activa
la transcripcion de diversos genes involucrados en la captura y asimilacién de fosfato (Dai
et al., 2020). La mayoria de genes correspondieron a transportadores de fosfatos, los
cuales revisten gran importancia, debido a que pueden asimilar P inorganico en
condiciones de alta o baja disponibilidad de P (Dai et al., 2020). La escases de los genes
gue codifican para las fosfatasas y fitasas, y el incremento en los transportadores de fosfato
sugieren que el fésforo no estaba escaso y posiblemente estaban siendo favorecidos los
procesos del ciclo de N, donde se necesita de grandes cantidades de fosforo tal como el
metabolismo de aminoacidos (Nelkner et al., 2019), uno de los procesos mas

representados en el ciclo del nitrégeno.

4.4 Objetivo 2: Determinar el efecto de la aplicacion de
una enmienda de carbono sobre las actividades
enzimaticas asociada a algunas funciones del ciclo
del C, N, y P en cultivos de arroz

Merece la pena recordar que las evaluaciones enzimaticas se realizan sobre las enzimas
extracelulares y las de fraccion libre, puesto que la unida a células microbianas, son de
dificil acceso (MaSinova et al., 2018). Sin embargo, esto permite realizar inferencias acerca
del esfuerzo por obtener macro elementos como C, Ny P a partir de fuentes organicas
especificas (Rovira & Ramon Vallejo, 2002; Veres et al.,, 2015), estimulado por unos
tratamientos asociados al manejo del TA por lo que pueden ser usadas como indicadoras
de cambios asociados con practicas agricolas y permiten dilucidar las funciones que se
estan desarrollando en el suelo (Acosta-Martinez et al., 2007) debido a que son altamente

sensibles a cambios en el ecosistema (Gianfreda et al., 2005).
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4.4.1 Carbono

Las enzimas asociadas a la descomposicion en el ciclo de C en este estudio mostraron un
incremento significativo en funcién del tiempo, sin estabilizacion en el momento de finalizar
el ensayo, esto sugiere que el TA se encontraba aln en proceso de degradacion con
sustratos como la celulosa y hemicelulosa expuestos en la matriz del suelo. El incremento
de estas actividades enziméticas en el tiempo de floracion, puede ser debida a que la
incorporacion de residuos de cultivo posterior a la degradacién y en el momento de la
preparacion del campo para la siembra, suministra nutrientes (Bastida et al., 2017) a través
de la disposicion de C labil (Schimel & Bennett, 2004) de esta manera incrementa la
biomasa microbiana que se torna mas activa en descomposicion de la materia organica
(Bowles et al., 2014; Ekenler & Tabatabai, 2003).

Actividad enzimatica B-glucosidasa

El analisis realizado permite identificar que en el segundo punto de muestreo (tiempo de
degradacion) al finalizar la etapa de 30 dias de degradacion se presentd una disminucién
de la actividad en todos los tratamientos. Esto muy probablemente pudo ser consecuencia
de una gran produccion de glucosa, como consecuencia de una gran actividad de
degradacion, ya que esta enzima es inhibida por altas concentraciones de este monémero
(Zang et al., 2018).

En este mismo tiempo de muestreo, la actividad enzimética mostro diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con presencia de microorganismos (RS-IMO, RS-
MMO) siendo la actividad mas alta en comparacién a RS-M (Figura 3-30). Este resultado
permite sugerir, que la aplicacion de microorganismos estimula una mayor actividad
enzimatica acelerando el proceso de degradacion del tamo de arroz bajo condiciones de

campo.

Los resultados aqui presentados estan en consonancia con los resultados reportados por
Guoy col., (2018) quienes encontraron un incremento de las actividades enzimaticas como
B-glucosidasa, con el aumento del proceso de descomposicion del tamo, el cual fue bajo
en las primeras etapas y alto en las etapas tardias. En otro estudio realizado por
Draganova y col., (2019) en sistema de camara controlado (100g en total de suelo) con
tamo de trigo reportaron de igual manera, un aumento en la actividad enzimatica a las 12

dias posterior a la aplicacion de los tratamientos que incluian diversas cepas de
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Trichoderma, con disminucion de la actividad a partir del dia 20. Sin embargo, en este
trabajo, aunque se reportdé una disminucién en el tiempo de degradacion, contrario a los
hallazgos de Draganova y col., la actividad continué en aumento hasta el momento de la
cosecha

Actividad enzimaética celulasa

La razén que podria explicar los resultados obtenidos en este estudio van en consonancia
con el hecho de que la degradacion de celulosa en suelo es un proceso lento con baja
actividad en el suelo de soporte (Alef & Nannipieri, 1995; Schinner & von Mersi, 1990) y
gue depende de la concentracion, localizacion y movilidad de las celulasas (Hayano 1986),
asi como de la concentracion del sustrato, pH, temperatura, contenido de agua, material

vegetal, estacion y tipo de manejo agricola (Sethi et al., 2013).

Cabe aclarar que aunque la mayoria de enzimas relacionadas con degradacion del ciclo
del C, y particularmente de celulosa son evaluadas, existen vias alternas para la
degradacioén de este polimero, encontradas en reportes recientes de metatranscriptoma de
suelo (Hesse et al., 2015; Ziféakova et al., 2017), esto podria explicar la baja actividad de

la celulasa en general.
Actividad enzimatica B-xilosidasa

El comportamiento de la actividad B-xilosidasa fue similar al comportamiento de la -
glucosidasa, con disminucién en el segundo tiempo de muestreo y aumento en los tiempos
posteriores (Figura 3-32). Es importante recalcar que, aunque el comportamiento es
similar, la actividad B-xilosidasa es mucho mayor comenzando desde los 80 uPNPX-gss:h-
!y sobrepasando los 150 uPNPX:-gss-h-1, mientras la B-glucosidasa no supera los 20

UPNPX-gss-h como actividad maxima.

La disminucién de la actividad en el segundo tiempo de muestreo sugiere que, la
hemicelulosa (xilanos, mananos y glucomananos, xilobiosa y xilooligosacéridos, entre
otros), se encuentra disponible posterior a este tiempo de muestreo, para ser degradada

por las endo y exoxilanasas (Alef & Nannipieri, 1995; Schinner & von Mersi, 1990).

Las diferencias estadisticas que se presentaron en el tiempo de floracién (P < 0,00) para

el tratamiento RS-M frente a los otros tratamientos, sugiere que para este tratamiento en
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particular hay mas sustrato disponible en este tiempo de muestreo, posiblemente como
efecto de una degradacién mas lenta debido a la ausencia de MOs.

Actividad enzimatica B-galactosidasa

El comportamiento de esta actividad enzimatica es similar tanto a la -glucosidasa, como
a la B-xilosidasa. Sin embargo, no se presentaron diferencias estadisticas significativa para
ninguno de los tiempos de muestreo (Figura 3-33), aunque si un aumento desde floracion
y hacia el final del cultivo. En los procesos de descomposicion de materia organica se
observa una sinergia enzimatica como respuesta al sustrato disponible, debido a las
proporciones relativas de los diferentes compuestos en las diferentes tasas de degradacion
de los mismos (Fontaine et. al., 2003), por lo que los picos de actividad de enzimas como
la B-xilosidasa y B galactosidasa relacionadas con descomposicion de polimeros como la
hemicelulosa, no se ven representados en los primeros tiempos del ensayo sino hacia el

final del cultivo.

4.4.2 Fosforo

El P se encuentra poco disponible para la planta. Sin embargo, a través del proceso de
mineralizacion microbiana puede estar nuevamente disponible a través de diferentes
fracciones de fosfatasas provenientes de bacterias, hongos y raices de vegetales (Fraser
et al., 2015; Tarafdar et al., 2001).

Actividad enzimatica fosfatasa acida

La actividad de la fosfatasa acida (Figura 3-37) presenté una tendencia generalizada de
disminucion gradual en el tiempo. Las diferencias estadisticas que se observaron en los
diferentes tiempos de muestreo sefialan un efecto de los tratamientos, como es el caso del
tiempo de degradacion, donde los tratamientos con cobertura (RS-MMO y RS-M) se logran
diferenciar con una mayor actividad del tratamiento incorporado RS-IMO, con la mas baja
actividad. Sin embargo, en el momento de la floracion, los tratamientos con
microorganismos (RS-MMO y RS-IMO), presentaron una mayor actividad, sugiriendo una

mayor tasa de mineralizacién en esos tratamientos.

A través del tiempo, se identificaron diferencias significativas, para todos los tratamientos,

pasando de alrededor de 700 a cerca de 200 pug pNPP-gss-h en el punto inicial y final del
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experimento respectivamente. Esta disminucion en actividad obedece posiblemente a un
incremento de P generado por la mineralizacion de P generado por la aplicacion de
microorganismos y quiza también debido a la aplicacion de fertilizantes fosforados,
posterior al segundo tiempo de muestreo, lo que inhibe la actividad de la enzima (Margalef
etal., 2017).

Actividad fosfatasa alcalina

La tendencia general de esta enzima es a mantener una actividad enzimética a través del
tiempo para los tratamientos sin MO (Figura 3-38). Por otro lado, el tratamiento con RS-
IMO, increment6 su actividad en el segundo tiempo de muestreo relacionado quiza con
una mayor demanda de P por parte de los microorganismos en suelo los cuales necesita
energia para el funcionamiento, crecimiento celular y para la degradacion del TA.
Finalmente, se presentd una disminucién de la actividad en todos los tratamientos en el

ultimo tiempo de muestreo (cosecha), sugiriendo la biodisponibilidad del P en el sistema.

El comportamiento en el segundo tiempo de muestreo sugiere que la adiciébn de materia
organica y la aplicacién de microorganismos al agroecosistema estimula esta actividad
enzimatica en el suelo. Esto es consecuente con el estudio de Sakurai y col., (2008),
quienes reportaron que la actividad de la fosfatasa se incrementé con la presencia de
materia organica y ademas se reduce con la fertilizacion inorganica (Gianfreda et al., 2005;
Sakurai et al., 2008), lo cual explica igualmente la reduccion posterior al periodo de

degradacion, a partir del cual se comienza la fertilizacion quimica del cultivo.

El andlisis de la actividad fosfatasa en suelo, permitié identificar una mayor actividad de la
fosfatasa acida en comparaciéon a la alcalina. Esto posiblemente se debié a que esta
enzima es producida tanto por microorganismos como por las plantas (Yadav & Tarafdar,
2001), las cuales liberaron la enzima al suelo y posteriormente se estabilizé en dicha matriz
(suelo). Adicionalmente, merece mencionar que el pH del suelo bajo estudio, no favorece
tanto esta Ultima actividad, (Eivazi & Tabatabai, 1977). La actividad de estas enzimas

indica que la incorporacién del tamo al suelo incrementa la mineralizacién de P en el suelo.

4.4.3 Nitrogeno

Actividad enzimética proteasa
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Teniendo en cuenta que cerca del 90% del N asociado a la superficie terrestre es de origen
organico, la protedlisis es considerado un paso limitante en el proceso de mineralizacion
de N en el ecosistema (Vranova et al., 2013). En este estudio, el hecho de que los
tratamientos con aplicaciéon de MO presentaron la actividad més alta en el tiempo de
floracion quizd obedece al hecho de la presencia de la cepa de Bacillus pumilus
(IBUN02717), la cual posee actividad proteolitica generando aminoacidos y péptidos a

partir del N organico presente en el TA (Cruz-Ramirez et al., 2017).

Una de las etapas en las cuales las plantas de arroz requieren mayor cantidad de N, es
durante el macollamiento y la formacion del primordio floral, lo que podria explicar el
aumento de esta actividad en los cuatro tratamientos. Ademas el incremento de esta
actividad, se correlaciona de forma positiva con el contenido de materia organica, como se
ha evidenciado en suelos de cultivo de arroz de los departamentos del Tolima y Meta
(Marentes et al., 2011; Vanegas et al., 2013).

Actividad enziméatica ureasa

La ureasa da cuenta del proceso de hidrdlisis de urea a amonio (Tabatabai 1982). La urea
representa solo una pequefia parte del N organico del suelo (Nannipieri et al., 2017). Sin
embargo, en este estudio en particular representa una gran parte de la fertilizacion

aplicada.

Todos los tratamientos con excepcion del tratamiento RS-MMO parecen tener un patron
similar en esta actividad enzimatica, con una disminucion significativa de la actividad en el
tiempo de degradacion, aumento significativo en el tiempo de floracién y disminuciéon en
tiempo final, excepto para el tratamiento RS-M (Figura 3-35). Estos resultados coinciden
con la cinética de la enzima en suelos arroceros, de acuerdo a estudios previos realizados
sobre este cultivo, donde se reporta un aumento de la enzima, correspondiente a la etapa
de llenado del grano y una posterior disminucién en la etapa de maduracién (Hussain et
al., 2012).

En el segundo tiempo de muestreo se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, a pesar de que no habia sido aplicado el esquema de fertilizacion,

esto sugiere que la actividad de la enzima se debe al proceso natural de mineralizacién
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para la obtencion de N a partir de la materia organica debido posiblemente al alto radio
C:N. En el tiempo de degradacion, el tratamiento RS-M, se distingue de los demas por
tener un valor mas bajo de actividad enzimatica, debido probablemente a que este
tratamiento no fue inoculado con el consorcio microbiano. Esto hace suponer que la
actividad enzimatica en este tratamiento proviene exclusivamente de los microorganismos
propios del ecosistema. Esto estaria indicando que hay una clara diferencia entre adicionar
0 no MOs. Sin embargo, se ha reportado también que la actividad de esta enzima esta
fuertemente correlacionada con el contenido de carb6n organico en el suelo (Sahrawat,
2009). Y dado que este tratamiento presenté las mas bajas actividades enzimaticas
determinadas para el ciclo de C en el mismo tiempo de muestreo, los resultados estan en

consonancia con lo reportado por Sahrawat, (2009).

Para el tercer tiempo de muestreo, ya se habia iniciado el esquema de fertilizacion
nitrogenada, el cual estaba basado en la aplicacién de urea (Estiu & Merz, 2004), esto
explicaria el aumento de la actividad en todos los tratamientos, sin embargo, esto no
sucedi6 para el tratamiento RS-MMO. Se hace necesario mencionar que los tratamientos
RS-IMO y RS-B, los cuales fueron incorporados de manera temprana, presentaron un
comportamiento similar durante los tiempos de muestreo posteriores a la incorporacion.
Esto hace suponer que la incorporacién permitié liberar mayor cantidad de hidrolizados
proteicos a partir de los compuestos organicos para la enzima ureasa. Estos resultados
sugieren también que hay un efecto de la incorporacion temprana del tamo sobre la

actividad enzimética.

En general los bajos niveles de actividad enzimatica se deben posiblemente al pH acido
del suelo, puesto que la enzima al tener una estructura proteica esta sujeta a diferentes
estados de ionizacion que dependen del pH tanto para su sitio de unién como para el sitio
catalitico y si estan presentes muchos hidrogeniones la enzima se inactiva (Frankenberger
& Bingham, 1982).

Actividad de la enzima nitrogenasa

Para la actividad nitrogenasa (Figura 3-36), se observa una tendencia de disminucion de
la actividad de la enzima para todos los tratamientos en el tiempo de degradacion y
floraciébn manteniendo luego estable su actividad hacia el tiempo final de muestreo. Esta

tendencia puede relacionarse con las caracteristicas de activacion de la enzima, la cual
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requiere altos niveles de glucosa o fuentes de carbono, puesto que es una reaccién con
alta demanda energética (Burris, 1991). Este resultado permite pensar que en el tiempo
inicial de muestreo cuando la actividad nitrogenasa estd mas alta, la degradacion de la
materia organica del cultivo anterior se debe encontrar en un proceso de maduracién con
altos niveles de carbono labil que permiten sustentar energéticamente la actividad de la
enzima, como lo sugieren Tanaka y col., (2006), que encontraron un incremento en la

fijacion de N al aplicar tamo de arroz en el suelo.

Para el tiempo de floracién el nivel de esta enzima se prevé esté bajo, ya que las repetidas
aplicaciones de fertilizantes nitrogenados suplen la demanda de N para las plantas y esta
lo suficientemente disponible para los microorganismos, por lo que el proceso de fijacion
del N no es necesario, este efecto se debe a que la actividad de la enzima nitrogenasa es
inhibida por la presencia de NH,* en el suelo (Shrestha y Maskey 2005; Tanaka et al 2006).
Este proceso de regulacion de la nitrogenasa es reversible, por o que una vez en ausencia

del ion NH4* se induce nuevamente la expresion de la nitrogenasa (Hartmann et al 1986).

En este contexto, una vez el N inorganico proveniente de la fertilizacion es usado por las
plantas se ha perdido del sistema suelo, ya sea por lixiviacién o volatilizacién, la enzima
es requerida nuevamente para suplir las necesidades de los microorganismos y los
requerimientos de la planta en menor medida, es por esto por lo que hacia el final del
cultivo se estabiliza nuevamente la enzima o incluso presenta un leve incremento como es

el caso para los tratamientos RS-B y RS-IMO.

La ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos posiblemente
esta relacionada con que el manejo de fertilizacién nitrogenada en todo el cultivo fue igual
en todos los tratamientos, generando un proceso de homogenizacion en la regulacion de
esta actividad enzimatica, ya que la cantidad de N disponible en el sistema por fertilizacion
fue bastante alta llegando a los 229 Kg. ha. Es importante aclarar que los valores altos
de fertilizacion nitrogenada 200 Kg N-ha? son normales para ese tipo de suelos en el

Tolima (G. Garcés, comunicacion personal, 17 de octubre de 2017).
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4.5 Objetivo 3: Seleccionar y evaluar genes indicadores
del efecto de la incorporacion del tamo sobre la
estructura y funcién de la comunidad microbiana
asociada a los ciclos de C, N, y P en un cultivo
comercial de arroz

De acuerdo a los resultados obtenidos, de los genes de interés en los diferentes ciclos de
cultivo, el ciclo del N fue el que permitié la cuantificacion absoluta de tres genes de interés.

Fijacion de nitrégeno

Se sabe que la fijacion biol6gica de N es un proceso que es afectado por la fertilizacién
inorganica. Se esperaba entonces que el nimero de copias de genes nifH estuviera mas
aumentado en el tiempo de degradacion (sin aplicacion de fertilizantes) y disminuido en el
tiempo final. Contrario a lo que se esperaba, el aumento no se identificd en ningln tiempo
en particular. Sin embargo, cuando se evalu6 cada uno de los tratamientos a través del
tiempo, se presentaron diferencias estadisticas significativas en el tratamiento RS-IMO,

con un incremento desde tiempo inicial a tiempo final.

Estos resultados estan acordes con lo que se esperaba, ya que, en el segundo tiempo de
muestreo, probablemente el proceso de degradacién del tamo venia ocurriendo, liberando
nutrientes, especificamente C, representado en moléculas simples que soportan el
crecimiento de los microorganismos. Esto difiere sin embargo de lo que se encontr6 en la
determinacion de las actividades enzimaticas, puesto que, a pesar del aumento del nimero
de copias de los genes, la actividad no presenté diferencias significativas, muy
probablemente debido a la alta concentracién de N inorganico aplicado como fertilizante.
Lo cual conduce a un incremento diferencial en las poblaciones de fijadores bioldgicos de
nitrégeno. Merece mencionar que estas diferencias no fueron evidenciadas ni por el

estudio de metataxondmica ni por la metagenomica.

Nitrificacion

La nitrificacién es un proceso clave, el cual se lleva a cabo en dos fases, la primera la
conversion de amonio (NHs:) a nitrito (NO>.) y la segunda de nitrito a nitrato (NOs). La
primera fase es considerada limitante del proceso (Kumwimba & Meng, 2019) y en ella se

encuentran involucrados las bacterias oxidadoras de amonio (AOB) y las arqueas



134 Determinacion del efecto del manejo del tamo de arroz sobre la estructura

y funcion de la comunidad microbiana en suelos de cultivo de arroz

oxidadoras de amonio (AOA), mediante el gen que codifica para la enzima clave “amo”,
cuyo gen funcional es la subunidad amoA el cual ha sido empleado como biomarcador
para evaluar la diversidad y abundancia de las AOB y AOA (Prosser & Nicol, 2012). Las
AOA presentan mayor afinidad por el sustrato y por utilizar carbono orgéanico, mientras las
AOB son autétrofos obligados (Kumwimba & Meng, 2019),

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio en el nimero de copias del gen
amoA de AOB (Figura 3-39), no se encontraron diferencias estadisticas significativas en
cada uno de los tiempos, ni entre los tratamientos a través del tiempo. La escasa variacion
en el numero de copias se puede explicar por la alta entrada de materia organica al suelo
ya sea a través del tamo o de las raices, con alto contenido de materia organica en suelo
y altas concentraciones de N (Blaud et al., 2017), los cuales junto al pH son capaces de
modificar la estructura de la comunidad de las AOB. Merece mencionar ademas que el
numero de copias del gen amoA siempre fue menor en comparacion a las AOA (Figura 3-
40). La otra alternativa que ayuda a explicar este comportamiento es que tanto AOB y AOA
a menudo co-existen en el mismo ambiente y se ven influenciadas por lo mencionado con

anterioridad y adicionalmente a los agregados, y la alta tasa de fertilizacion (Li et al., 2018).

El hecho de que las AOB se encuentren en menor nimero de copias que las AOA coincide
con lo reportado por (Nicol et al., 2008). Por otra parte, Banning et al., (2015), report6 que
en suelos agricolas semiaridos el nimero de copias de AOA fue cuatro veces menor que
la de AOB en una profundidad de 0-10 cm. Mientras Jia & Conrad (2009) reportaron en
suelos agricolas neutrales fertilizados, que aunque haya menor nimero de copias de gen
de las AOB, son ellas las que lideran la oxidaciéon de amonio, mientras en suelos neutrales
0 alcalinos no fertilizados dominan las AOA (Zhang et al., 2010). En el presente estudio,
los hallazgos sugieren que las AOA estarian liderando el proceso de nitrificacién en suelos

arroceros tal como lo demuestra Jiang et al., (2015) en su estudio.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Este estudio provee informacion acerca de la variacion tanto en composicion como
variacion funcional de las diferentes estrategias de tamo disefiadas a lo largo de un estudio
longitudinal.

e Las estrategias de manejo del TA evaluadas en este trabajo y bajo las condiciones
de este estudio, no mostraron un efecto significativo entre las variables fisico-
guimicas evaluadas con excepcién de una disminucién en el pH en el tratamiento
RS-M.

e En el tratamiento RS-M, la ausencia de microorganismos retrasa la degradacion
del tamo, generando un proceso sucesional diferente a los otros tratamientos, lo
gue podria explicar la disminucion en el pH, que a su vez esté relacionado con la
disminucion en la productividad del cultivo.

e Las estrategias alternativas de manejo de TA empleadas en este estudio no afectan
el estatus fitosanitario del cultivo para la disposicion final del tamo de arroz.

e Los tratamientos de manejo TA tienen un efecto sobre la estructura de la
comunidad microbiana en la rizésfera al momento de floracion. Diferenciando la
composicion de la comunidad bacteriana de la riz6sfera entre los tratamientos
dejados en cobertura, frente a los tratamientos incorporados de manera temprana.

e Lacomunidad fungica rizosférica es influenciada por aplicacién de TA (incorporado
0 en cobertura) y de microorganismos.

¢ No hubo un efecto de los tratamientos en la estructura de la comunidad microbiana
en el suelo de soporte desde la preparacion del terreno hasta el momento de la pre-
siembra. Sin embargo, si se presentaron diferencias entre estos tiempos y el

momento de la cosecha, excepto para el tratamiento RS-M.
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Los genes identificados en las comunidades de suelo de soporte que codifican para
enzimas que actian sobre carbohidratos, sugieren un mayor potencial de
degradacion de hemicelulosa en todos los tratamientos particularmente para el
tratamiento RS-MMO sugiriendo que la aplicacion del inéculo microbiano
contribuye a la degradacién del TA.

Las actividades enzimaticas son un buen indicador del efecto de los tratamientos
del tamo de arroz sobre la actividad y funcién de las comunidades microbianas.
Las actividades enzimaticas de los ciclos del P (fosfatasa 4cida y alcalina) y del N
(ureasa, proteasa), mostraron un efecto positivo de la aplicacién del in6culo de
microorganismos en la mineralizacion del tamo de arroz.

Las actividades enzimaticas del ciclo de C (B-glucosidasa, celulasa, B-xilosidasa y
B-galactosidasa), sugieren que la aplicacibn de microorganismos en los
tratamientos RS-MMO y RS-IMO incrementa la actividad enzimatica sugiriendo un
mayor proceso de degradacion del tamo.

Los genes seleccionados para identificar marcadores de los ciclos de C, N y P por
gPCR, amplificaron secuencias inespecificas diferentes a las esperadas, lo cual
dificulto la identificacion de los marcadores en el estudio.

El analisis del gen amoA, sugiere que la poblacién predominante en el suelo de
soporte del cultivo del arroz corresponde al grupo de las arqueas particularmente

para esta funcién.

5.2 Recomendaciones

De acuerdo con las conclusiones de este estudio se realizan las siguientes

recomendaciones:

De las diferentes estrategias de manejo del tamo de arroz se recomienda emplear
el tamo de arroz como cobertura (RS-MMO) o tamo de arroz incorporado al suelo
(RS-IMO), ambos con aplicacion de microorganismos que aceleren y mejoren la

degradacién del tamo de arroz.

Se recomienda el uso de las actividades enzimaticas como biomarcadores de la

actividad y funcion de la comunidad microbiana asociadas al suelo de soporte en
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cultivo de arroz, debido a su sensibilidad y eficiencia en identificar cambios entre

las diferentes estrategias de manejo, ademas de ser una opcién econémica.

e Se recomienda realizar un estudio que incluya varios puntos del muestreo durante
el periodo de degradacion (33 dias), con el fin de identificar cambios tempranos
tanto en estructura como en funcién de la comunidad microbiana, durante las

etapas iniciales de la degradacion.

e Debido a las diferencias encontradas en la comunidad microbiana de la rizosfera
en floracion, se recomienda realizar un analisis de las comunidades microbianas
gue incluya otros puntos de muestreo en este tiempo y compararlo con suelo de

soporte.






Anexo A. NUmero de accesion de las
muestras en MG-RAST

Tabla: Listado de los nimeros de accesién de cada una de la muestra de secuenciacion
shotgun para los tiempos inicial, degradacion y final.

Numero de
Muestras accesion en
MG-RAST
T1P1 TO AGCGATAG TATAGCCT LOO1 R mgs628308
T1P2 TO AGCGATAG ATAGAGGC LOOL R mgs628311
T1P3 TO AGCGATAG CCTATCCT LOO1 R mgs628314
T2P1 TO AGCGATAG GGCTCTGA LOO1 R mgs628317
T2P2 TO AGCGATAG AGGCGAAG LOO1 R mgs628320
Tiempo inicial T2P4 TO AGCGATAG TAATCTTA LOO1 R mgs628323
T3P1 TO AGCGATAG CAGGACGT 1002 R mgs628326
T3P3 TO AGCGATAG GTACTGAC L002 R mgs628635
T3P4 TO TCTCGCGC TATAGCCT LOO2 R mgs628329
T4P1 TO TCTCGCGC ATAGAGGC 1002 R mgs628332
T4P2 TO TCTCGCGC CCTATCCT LOO2 R mgs628335
T4P4 TO TCTCGCGC GGCTCTGA LOO2 R mgs628338
T1P1 T1 TCTCGCGC AGGCGAAG LOO3 R mgs628341
T1P2 T1 TCTCGCGC TAATCTTA LOO3 R mgs628344
T1P3 T1 TCTCGCGC CAGGACGT LO0O3 R mgs628347
T2P1 T1 TCTCGCGC GTACTGAC LOO2 R mgs628350
T2P2 T1 TCCGCGAA TATAGCCT LOO3 R mgs628353
Tiempo T2P4 T1 TCCGCGAA ATAGAGGC LOO3 R mgs628356
degradacion |[T3P1 T1 TCCGCGAA CCTATCCT LOD4 R mgs628359
T3P3 T1 TCCGCGAA GGCTCTGA LOO4 R mgs628638
T3P4 T1 TCCGCGAA AGGCGAAG LOD4 R mgs628362
T4P1 T1 TCCGCGAA TAATCTTA LOO4 R mgs628365
T4P2 T1 TCCGCGAA CAGGACGT LO0O4 R mgs62 8368
T4P4 T1 TCCGCGAA GTACTGAC LOO4 R mgs628371
T1P1 T3 CGGCTATG TATAGCCT LOOS R mgs628374
T1P2 T3 CGGCTATG ATAGAGGC LOO5 R mgs628377
T1P3 T3 CGGCTATG CCTATCCT LOOS R mgs628380
T2P1 T3 CGGCTATG GGCTCTGA LOOS R mgs628383
T2P2 T3 CGGCTATG AGGCGAAG LOO5S R mgs628386
e s T2P4 T3 CGGCTATG TAATCTTA LOOS R mgs628389
T3P1 T3 CGGCTATG CAGGACGT LOO6 R mgs628392
T3P3 T3 CGGCTATG GTACTGAC LOOB R mgs628395
T3P4 T3 GAGATTCC CCTATCCT LOOG6 R mgs628398
T4P1 T3 GAGATTCC GGCTCTGA LOO6 R mgs628320
T4P2 T3 GAGATTCC AGGCGAAG LOO6 R mgs628404
T4P4 T3 GAGATTCC TAATCTTA LOO6 R mgs628407
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Anexo B. Listado de cebadores

Tabla: Listado de genes pertenecientes a cada uno de los ciclos biogeoquimicos de interés
gue se analizaron durante la investigacion y que finalmente no fue posible obtener un clon
correspondiente. En el listado se encuentran los ciclos biogeoquimicos y se relaciona el
proceso en el que se encuentra involucrado cada gen, el nombre del cebador, la secuencia

y la longitud en pares de bases (pb).

Ciclo biogeoquimico Proceso Gen Sentido Cebador Secuencia Longitud
Forward amoA19F STA ATG GTC TGG CTTAGA CG 624b
Nitrificacio Reverse crenamoAG16rd8x  |GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT P
itrificacion amo
Forward amoA-1F GGG GIT TCT ACT GGT GGT 290b
Reverse  |amoA2R-TC CCC CTC KGS A44 GCC TTC TTC P
A, . Forward FGPH19 TAC GGC AAR GGT GGN ATH G
Fijacion nifH 452 bp
Reverse PolR ATS GCCATC ATY TCR CCG GA
Forward nosZ2F AGA GTTTGA TCMTGG CTC AG
nosZ 5 266 bp
Reverse nosZ2R TACGGYTACCIT GITACGACTT
e . Forward Cooper 583F TCATGG TGC TGC CGC GEGACG G
Denitrificad 6n nirk 348 bp
Reverse Cooper 909R. GAA4 CTT GCC GGT PGC CCA GAC
o1G Forward narG 1960m2f TA(CT) GT(GC) GGG CAG GA(AG) A44 CTG 110b
Reverse narG 2050m2r CGT AGAAGAAGCTGGTGCTGT T P
ureC Forward ueC-F A4G STS CAC GAG GACTGG GG
Mineralizacion Reverse ueC-R AGG TGG TGG CAS ACCATS AGC AT 317 bp
ureC Forward ureC-QRT-F ITTCACA CCT ITCC ACA CCG A4
Reverse ureC-QRT-P CGG TGG ACA CGCACCAGA TAT CT
L . Forward niK-1F GGM ATG GTK CCS TGG CA
Nitrogeno nirk - 208 bp
Reverse nirK-1R GCC TCG ATC AGRTTR TGG
Forward nosZ-1F WCS YTG TTC MTC GAC AGC CAG 259b
nos? Reverse nosZ-1R ATG TCG ATCARC TGVEKCR TTYTC P
Forward nosZ-2F CGC RAC GGC AAS AAG GTS MSS GT 20
Reverse nosZ-2R CAK RTG CAK SGC RTG GCA GAA P
Forward narG w9-f IMGN GGN TGY CCN MGN GGN GC
Reverse narG w9-r ACR TCN GTYTGY TCN CCC CA4
Denitrificadén Forward narG t37-f CAY GGN GTN AAY TGY ACN GG
Reverse narG t37-r TAR TG GGC CCA NCC NCC NCC
Forward narG 20501 TAY GTS GGS CAR GAR A4
narG Reverse narG 2050r TTY TCR TAC CAB GTB GC
Forward narG 1960f TAY GIS GGG CAG GAR 444 CTG
Reverse narG 1960r CGT AGAAGAAGCTGGTGCTGT T
Forward narG 1f TCG CCS ATY CCG GCS ATG TC 174b
Reverse narG Ir GAG TTG TAC CAG TCR GCS GAYTCS G P
Forward narG 1960m2f TAY GTS GGG CAG GAR A44 CTG 110b
Reverse narG 2050m2r CGT AGAAGAAGCTGG TGCTGT T P
Forward BPP-F GAC GCA4 GCC GAY GAY CCN GCN ITN TGG 160-200b
B-propeller phytase |Reverse BPP-R CAG GSC GCANRTCIA CRTIRTT P
. : i alkaline Forward phoD-F733 TGG GAY GAT CAY GAR GT
Fosforo Mineralizad6n — 350bp
phosphatase  |Reverse phoD-R1083 CTG SGC SAK SAC RTT CCA
alkaline Forward alps-F730 CAG TGG GAC GAC CAG GAG GT 200b
phosphatase Reverse alps-R1101 GAG GCC GAC CGG CAT GTIC G P
Metanotrofia pmoA Forward ml _f GGN GACTGG GAC TTC TGG 120bp
Carbono Reverse ml_r GGT A4R GAC GTT GCN CCG G
- Forward ML-f modified GGT GGT GTMGGD TTCACMCAR TA
Metanogénesis mcrA 509 bp
Reverse mcra-R CGT TCA TBG CGT AGT TVG GRT AGT
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Anexo C. Analisis fisico-quimicos de
suelo de soporte

Tabla: Parametros fisico-quimicas de los suelos del area de estudio en tiempo inicial y
tiempo final. Los valores presentados para tiempo inicial corresponden al promedio de un
duplicado (n=2) de toda el area de estudio y sus desviaciones estandar. Para el tiempo
final los resultados corresponden a un triplicado (n=3) de cada uno de los tratamientos y
sus respectivas desviaciones estandar. Las letras representan las diferencias significativas
entre los tratamientos en los que se emple6 ANOVA-Duncan 6 Kruskal-Walis-Dunn con un
P<0.1

Tratamientos pH* Ca K Mg Na Al CICECO N P NH4+ NO3-

meq/100g % mg/Kg

Tiempo
inicial 5,24 48 0,19 0,84 0,27 0,36 6,5 0,44 0,05 40,3 2,2 16

RS-MMO 498 a 291 017 055 0,11 0,71 4,45 0,68 0,08 39,03 ND ND

Tempo RS-IMO 491 ab 2,79 019 056 01 073 436 071 008 4845 ND  ND
final oo p 491 a 302 018 054 009 072 454 069 003 47,08 ND  ND
RS-M 469 b 281 017 047 0,09 084 437 071 00l 456 ND ND

*sefiala diferencias significativas entre los tratamientos a un P < 0.1
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Anexo D. Curvas de rarefaccidon de
16S rRNA e ITS en tiempo de
floracion

Figura: Graficos de rarefaccion basados en el nimero de ASV observados para bacterias
(A) y de OTUs observados para hongos (B).
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Anexo E. Diversidad alfa en 16S

rRNA e ITS en tiempo de floracidn

Tabla: Riqueza y diversidad de comunidades bacterianas y fungicas. Para el analisis
estadistico se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con correccion de
Bonferroni con un P < 0.05. Se presenta el promedio y la desviacion estandar de n = 3 son
presentados para cada tratamiento.

Comunidad Bacteriana

Comunidad Fungica

o indice de o indice de
] Indice de Indice de
Tratamientos | ASVs/OTUs cobertura | ASVs/OTUs cobertura de
Shannon Shannon
de Good’s Good’s
RS-M 155 +13.6 419+0.0 99.9+0.0 69.3+45 1.91+0.2 99.9+0.0
RS-MMO 149 +4.2 4.00+0.2 99.9+0.0 70.3+35 1.85+0.1 99.9+0.0
RS-IMO 160 + 16.0 411+0.1 99.9+0.0 68 + 6.6 1.88+0.1 99.9+0.0
RS-B 159+2.1 422+0.0 99.9+0.0 68.3+3.1 1.82+0.2 99.9+0.0
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Anexo F. Agrupamiento jerarquico
de comunidades bacterianay

fiungicas en tempo de floracion

Figura: Dendograma de agrupamiento jerarquico de tratamientos de manejo del arroz
basados en la distribucion de cmunidades microbianas a nive de filo. Se emple6 la matriz
de disimilaridad de Bray-Curtis empleando el métdo de Ward. Dendograma de comunidad

bacteriana (A) y comunidad fangica (B).
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Anexo G. Abundancia relativa de los
filos bacterianos y filos que
presentan diferencias estadisticas
significativas

Figura G1: Abundancia relativa de filos bacterianos empleando secuencias de la
comunidad microbiana obtenida al secuenciar el 16S rRNA. El grafico de barras muestra
el promedio de la abundancia de tres réplicas por tratamiento.
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Figura G2: Logaritmo transformado de conteos que significativamente difirieron entre los
tratamientos incorporados tempranamente (El) y los tratamientos de cobertura (M) a nivel
de filo Proteobacteria (P = 0.024), Epsilonbactereaota (P = 0.024), Bacteroidetes (P =
7.036E4), and Acidobacteria (P = 0.007)
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Anexo H. Abundancia relativa de
clases bacterianas mas
representativas y  clases gue
presentaron diferencias estadisticas
significativas

Figura H1: Abundancia relativa de las 9 clases bacterianas mas abundantes. El gréafico de
barras muestra el promedio de abundancia de tres tratamientos por muestra.
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Figura H2: Logaritmo transformado de conteos con diferencia estadisticas significativas a
P < 0.05, de tratamientos incorporados tempranamente (£/) en comparaciéon con los
tratamietnos de cobertura (M) a nivel de clase, Gammaproteobacteria (P = 0.0024) (A);
Bacteroidia (P = 0.0032) (B); Campylobacteria (P = 0.033) (C); y Acidobacteriia (P =
0.0024) (D).
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Anexo |I. Abundancia relativa de
familias bacterianas y familias que
presentan diferencias estadisticas
significativas

Figura I1: Abundancia relativa de las ocho familias bacterianas. El gréfico de barras
presenta el promedio de abundancia de tres réplicas por tratamiento.

RS-MMO =

Figura 12: Logaritmo transformado de conteos que significativamente difirieron entre los
grupos de tratamiento incorporados tempranamente (El) y los tratamientos de cobertura
(M)a nivel de familia P <6346E-4.
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Anexo J. Abundancia relativa de
hongos a nivel de género y géneros

gue presentaron diferencias
estadisticas significativas

Figura J1: Abundancia relativa de los 7 géneros mas abundantes, El grafico de barras

representa el promedio de abundancia de 3 réplicas
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Figura J2: Logaritmo transformado de conteos que significativamente difirieron entre los
grupos de tratamiento incorporados tempranamente (El) y los tratamientos de cobertura
(M) a nivel de género P < 0.05. . A. Bryobacter (P = 0.046) and B. Micromonospora (P =

0.046).
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Anexo K. Abundancia relativa de
filos y ordenes fungicos mas
representativos

Figura K1: Abundancia relativa de los nueve filos fungicos presentes. El grafico de barras
presenta el promedio de abundancia de tres réplicas por tratamiento.
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Figura K2: Abundancia relativa de los 6rdenes fungicos presentes. El grafico de barras
presenta el promedio de abundancia de tres réplicas por tratamiento.
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Anexo L. Abundancia relativa a nivel
de género y diferencias estadisticas
significativas a nivel de género

Figura L1: Abundancia relativa de ocho géneros de hongos mas abundantes. El gréfico
de barras muestra el promedio de abundancia de tres por tratamiento.
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Figura L2: Logaritmo transformado de conteos del microorganismo que presento
diferencias estadisticas significativas a nivel de género entre todos los tratamientos P =
0.0018 (***).
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Anexo M. Rarefaccion 16S rRNA de
tiempos inicial, degradaciéon y final

Figura M1: Curvas de rarefaccion de los tratamientos RS-MMO, RS-IMO, RS-B y RS-M

de todos los tiempos n =9.
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Figura M2: Curvas de rarefaccion de los tratamientos RS-MMO, RS-IMO, RS-B y RS-M

de todos los tiempos n =9.
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Anexo N. Analisis de Beta-
diversidad de los tiempos, inicial,
degradacion y final

Figura: Beta-diversidad de los tiempos inicial, degradacion y final. A. Bray-Curtis, B.
Jacard, C. Weigthed y D. Unweight Unifrac

Axis 3 (5-870-%) Axis-1(10.91 %)
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Anexo O. Analisis de redes de co-
ocurrencia de cada uno de los
tratamientos a través del tiempo.

Figura: Analisis de las redes de co-ocurrencia de cada uno de los tratamientos a través
del tiempo. En estas redes se sefialan lineas de color verde las correlaciones positivas y
las lineas en rojo denotan las correlaciones negativas. Las elipses sefialan los diferentes
moddulos que componen la red y los numeros en paréntesis al frente de cada tratamiento
sefalan los key taxa de cada red. (a) RS-MMO (sp8024-Paenibacillus, sp9205-
Synthrophaceae, sp12849-Actinobacteria y sp15098-Clostridium). (b) RS-IMO (sp18245-
Pedosphaeraceae). (c) RS-B (sp4l112-Pandoraea y spl1750-Bacillus). (d) RS-M (sp88-
Sphingomonadaceae y sp11750-Sulfuricurvum).
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Anexo P. NUmero de secuencias
antes y despueés de la limpieza en
los tiempos, inicial, degradacion y
final

Seq initial After host remove Eliminadas After remove host  Sickle_Q30_L75 Eliminadas_Q30_L75

T1P1 28.803.846|28.798.112| 5.734 T1P1 28.798.112(19.497.368 9.300.744
T1P2 33.242.979|33.222.528| 20.451 T1P2 33.222.528(22.911.596| 10.310.932
T1P3 26.386.884|26.293.967| 92.917 T1P3 26.293.967(19.157.964 7.136.003
T2P1 30.099.633(30.088.194| 11.439 T2P1 30.088.194(21.523.342 8.564.852
T2P2 40.766.777[40.759.255| 7.522 T2P2 40.759.255(27.107.718| 13.651.537
0 T2P4 36.879.055[36.875.107| 3.948 T2P4 36.875.107|27.681.452 9.193.655
T3P1 37.679.641(37.669.417| 10.224 T3P1 37.669.417[26.626.061| 11.043.356
T3P3 36.240.352(36.227.028| 13.324 T3P3 36.227.028[(26.009.636 10.217.392
T3P4 23.055.269|23.047.785| 7.484 T3P4 23.047.785(15.721.232 7.326.553
T4P1 30.552.328[30.525.502| 26.826 T4P1 30.525.502(20.326.516 10.198.986
T4P2 30.172.048[30.161.404| 10.644 T4P2 30.161.404(21.132.032 9.029.372
T4P4 32.352.050(32.324.586| 27.464 T4P4 32.324.586(21.596.059 10.728.527
T1P1 31.850.561(31.817.214| 33.347 T1P1 31.817.214(22.585.190 9.232.024
T1P2 26.985.884|26.966.710( 19.174 T1P2 26.966.710({19.686.508 7.280.202
T1P3 35.701.850(35.683.781| 18.069 T1P3 35.683.781(25.523.572 10.160.209
T2P1 37.715.568[37.708.801| 6.767 T2P1 37.708.801({27.589.559| 10.119.242
T2P2 22.186.094122.171.791| 14.303 T2P2 22.171.791(14.717.157 7.454.634
T T2P4 34.429.148(34.421.695| 7.453 T2P4 34.421.695(25.047.535 9.374.160
T3P1 31.978.402(31.974.609| 3.793 T3P1 31.974.609(22.474.323 9.500.286
T3P3 21.472.602|21.469.998| 2.604 T3P3 21.469.998(11.781.463 9.688.535
T3P4 29.952.836|29.950.308| 2.528 T3P4 29.950.308({19.672.007| 10.278.301
T4P1 36.261.756[36.248.191| 13.565 T4P1 36.248.191(26.602.820 9.645.371
T4P2 27.019.939|27.008.087| 11.852 T4P2 27.008.087({13.951.525| 13.056.562
T4P4 37.847.501(37.825.034| 22.467 T4P4 37.825.034(27.081.709| 10.743.325
T1P1 22.752.684|22.694.415| 58.269 T1P1 22.694.415(13.650.229 9.044.186
T1P2 37.546.211|37.490.290| 55.921 T1P2 37.490.290(25.155.584| 12.334.706
T1P3 24.349.581|24.319.980( 29.601 T1P3 24.319.980[15.484.297 8.835.683
T2P1 25.967.356|25.908.461| 58.895 T2P1 25.908.461|16.669.584 9.238.877
T2P2 28.253.942|28.225.006| 28.936 T2P2 28.225.006(17.920.090( 10.304.916
13 T2P4 30.080.883[30.045.775| 35.108 T2P4 30.045.775(19.326.729| 10.719.046
T3P1 35.789.178[35.700.447| 88.731 T3P1 35.700.447({24.049.935[ 11.650.512
T3P3 27.371.189|27.360.434( 10.755 T3P3 27.360.434(16.387.234( 10.973.200
T3P4 33.108.342(33.093.189| 15.153 T3P4 33.093.189[(25.587.169 7.506.020
T4P1 31.001.779][30.956.163| 45.616 T4P1 30.956.163|21.588.842 9.367.321
T4P2 28.238.135|28.184.458| 53.677 T4P2 28.184.458(18.862.145 9.322.313
T4P4 33.036.635(33.012.141| 24.494 T4P4 33.012.141(22.793.288| 10.218.853
Promedio | 31.031.359| 31.006.385| 24.974 Promedio| 31.006.385(21.207.763 9.798.622
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Anexo Q. Resultados de BGCs

mediante AntiSMASH para bacterias
y hongos, en los tiempos inicial
degradacion y final

[Anti-SMASH- Bacteria Similarity (%) _|Anti-SMASH- Bacteria without similarity _|anti-SMASH Fungi Similarity (%) _|Anti-SMASH- Fungi without similarity|
Hopene (Terpene) 15 N N N
T1p1 Terpene, NRPS, arylpolyene icosalide A/ Icosalide B(NRP:Lipopeptide 100 NRPS, arylpolyene
Icosalide A/icosalide B (L 100 s rvpoly: Y ¢ popeptide) ol
Terpene, NRPS, T3PKS, hserlactone, terpene, hserlactone, proteusin,
P2 Proteusin, bacteriocin, acyl_amino_acids NRPS
T1p3 109 Terpene, NRPS, indole, (HRP) 2 . NRPS-like, indole,
100 B/rhizomide C (NRPS) 100
/(142)-1, 100
T2p1 N N (Polyketide: modular type 1) hglE-KS, terpne, NRPS, hserlactone
RP-1776 (polyketide + NRP: cyclic ©
or2 icosalide A/ Icosalide B(NRP:L 100 NRPS-like, resorcinol, aryipolyene,
/ bicornutin A2 (NRP) 100 terpene, NRPS, hglE-KS,
- Er indole, terpene, T1PKS, NRPS-like,
T2pa hglE-KS, T3PKS, NRPS,
R — - - NZ857/ nostamide A (NRP) 100 LAP, terpene, arylpolyene,
icosalide A/ Icosalide BNRP:L 100 resorcinol, hserlactone, NRPS,
terpene, NRPS, hserlactone,
N N anabaenopeptin NZ857 / nostamide A (NRP) 100 resorcinol, hglE-KS, arylpolyene,
T3p3 bacteriocin,
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
3P4 Hopene (Terpene) 1: NRPS, terpene NRPS, terpene
A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100
Hopene (Terpene) 1
helE-KS, NRPS, NRPS-
Tap1 Hopene (Terpene) 15 < kS, g terpene, helE-Ks
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
terpene, NRPS, bacteriocin, REIEKS,
apa perbene ! anabaenopeptin NZ857 / nostamide A (NRP) 100 NRPS, terpene,
NRPS, terpene, helE-Ks, proteusin,
Tapa Rt [ bacteriocin
bacteriocin, hGIEKS, terpene, indole,
T1p1 N N1 icosalide A/ icosalide B (NRP: lipopetide) 100 ke, MRpe e mAe,
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
Hopene (terpene) 23
Micropeptin K139 (NRP + Polyketide) 50 arylpolyene, terpene, T1PKS, bacteriocin,
12 Pyoverdin (NRP) 3 arylpolyene, hserlactone, NRPS, cosalide A/ icosalide B (NRP: lipopetide) 100 terpene, bacteriocin, hserlactone,
[APE VT (Aryipolyene) 10 LAP, proteusin,
icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100 acyl_amino_acids, indole, resorcinol
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
terpene, NRPS, bacteriocin, REIEKS,
N N rhizomide A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100 T1PKS, indole, proteusin, NRPS-like,
T1p3 aryipolyene
icosalide A/ icosalide B (NRP 100
[ ap1 b Lo tide: modular type 1) 100 terpene, NRPS-like, TPKS, NRPS, hglE-|
modular type 1) T Ks, indole, bacteriocin
icosalide A/ icosalide B (NRP 100
5 (NRP + Polyketide) 5 B (NRP
T (Terpene) 100 T1PKS, T3PKS, furan, NRPS-like, {terpene) 100 T1PKS, furan, NRPS-like,
A1/bicornutin A2 (NRP) 100 e e, PR like A1/ bicornutin A2 (NRP) 100 e PKS-tike
T2p2 A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100 ¢ . . A B/rhizomide C (NRPS) 100 . g .
L NRPS, hglE-KS, pene, NRPS, hglE-KS, acyl-amino-
(alkaloid / 20 A (alkaloid 20 e "
(Terpene) 100 4 g avermitol (terpene) 100 g g .
NRP (NRPS) 62 FR900355 (NRP) 62
T2pa N N icosalide A/ icosalide B (NRP 100 terpene, hBIEKS,
I N1 N [T3PKS, hglE-KS, terpene, NRPS
T3P3 terpene, resorcinol, hserlactone
Hopene (terpene) 15
7(az)a,
terpene, indole, T3PKS, resorcinol,
3P4 (Polyketide: modular type 1) 100 P terpene, indole, bacteriocin
Icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
A (NRP) 100 bacteriocin, proteusin, terpene,
Tap1 N N1
icosalide A/ icosalide B (NRP: lipopetide) 100 T1PKS, NRPS, NRPS-like, hRIE-KS
Tap2 NZ8s7/ A NRP) 100 . NRPS, indole, proteusin
“A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100
T1PKS, indole, terpene, bacteriocin,
Tapa Rt Lt NRPS-like, hglE-KS
Tip1 [Terpene s [Terpene Terpene
(iro kr M icosalide A /icosalide N (NRP 100 T3PKS, NRPS, bacteriocin, indole,
icosalide A Jicosalide N (NRP: lipopeptide) 100 T1PKS, NRPS like, terpene
Tips (Terpene) 18 NRPS, terpene, bacteriocin, T1PKS icosalide A /icosalide N (NRP: 100 Bacteriocin
A
merochlorin A /deschloro-merochlorin B / -
<
T2p1 Terpene, NRPS icosalide A /icosalide N (NRP: lipopeptide] 100 T3PKS, NRPS
D/ merochlorin (Polyketide type 111) P / ¢ popeptide)
Icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100
icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100
12p2 hopene (terpenc) — L NRPS, T1PKS, terpene, NRPS
icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100
(ra hopene (terpene) 15 NRPS, terpene, indole, T1PKS, [icosalide A /icosalide N (NRP: 100 aore
Icosalide A/ icosalide B (NRP: L 100 t bacteriocin, hglE-KS icosalide A /icosalide N (NRP 100 .
I o Fo icosalide A Jicosalide N (NRP: lipopeptide) 100 terpene, proteusin,
type 1) 100
NZ857 / nostamide A (NRP) 100
33 A1/ bicornutin A2 (NRP) 100 NRPS, terpene, TIPKS terpene
A1/ bicornutin A2 (NRP) 100
izomide B/rhizomide C (NRPS) 100
™ A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100
Hopene (terpene) 15
3P4 izomide B/rhizomide C (NRPS) 100 [Terpene, NRPS, bacteriocin, proteusin,  |rhizomide A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100 terpene, bacteriocin, NRPS.-like
NRPS (NRP) 6
i (terpene) 25
A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100
Tap1 terpene, NRPS, NRPS,
(terpene) 25 <, NRPS-like, & pKs-
NRPS, ike, terpene, transAT-PKS.
Tap2 Hopene (terpene) oy e rhizomide A/rhizomide B/rhizomide C (NRPS) 100 NRPS, terpene
bicornuin A1/ biocornutin A2 (NRP) 100
merochlorin A /deschloro-merochlorin B / .
apa </ terpene, bacteriocin, indole, NRPS, hglE- terpen, indole, hglE-Ks, bacteriocin,
D/ merochlorin (Polyketide type I11) Ks, arylpolyene, proteu Ks, T3pKs
anabaenopeptin NZ857 / nostamide A (NRP) 100

]

Not information
Information without % similarity
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Anexo R. Diferencias en el potencial
funcional entre tiempo inicial y
tiempo final

¢ I
ir
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Anexo S. Tm de gen amoA de
bacterias

Figura S1: Analisis del Tm para el gen amoA.

— Al: Sample1 — A3:Sample3 — A4:Sampled — AS:SampleS — A7:Sample7 — AQ: Sample9
—— A10: Sample 10 — A11: Sample 11 A12 Sample 12 — B1: Sample 13 — B2 Sample 14 — B3: Sample 15
—— B4: Sample 16 B6: Sample 18
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Figura S2: Electroforesis en gel de agarosa del gen amoA de bacterias por gPCR. 1. MP
hyperladder Il. 2-20 diluciones de suelo. 21 Muestra de suelo 22-23 control de reactivos.
24 MP hyperladder IlI.
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Anexo T. Tm de gen nifH de
bacterias

Figura T1: Andlisis del Tm para el gen nifH.

— C11: Sample 35 — C12: Sample 36 — D1: Sample 37 —— D2 Sample 38 —— D3: Sample 33 —— D4: Sample 40
— D5: Sample 41 DE: Sample 42 — D7: Sample 43 —— D8: Sample 44 — D9 Sample 45 — D10: Sample 46
— D11: Sample 47 — D12 Sample 48 — E1: A2
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Figura T2: Electroforesis en gel de agarosa del gen nifH por gPCR. 1. MP hyperladder II.
2-13 diluciones de suelo. 14-15 control de reactivos.
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Anexo U. Tm de gen amoA de
arqueas

Figura Ul: Andlisis de TM calling para el gen amoA.A

Melting Peaks

—— Di: Semple 37 — D2: Sample 38— D3: Sampe 39 —— D4 Samoie 40— DS Sampls M1 DE: Sampls 42
— D7: Sample 43— D3: Sample 44
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Figura U2: Electroforesis en gel de agarosa del gen amoA de arqueas por gPCR. 1. MP
hyperladder Il. 2-16 diluciones de suelo. 17-18 control de reactivos. 19 muestra de suelo.
20. MP hyperladder Il

S whe 10 il e 13 44 15 16 17 48 19- 20
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Anexo V. Curva estandar para los
genes amoA de bacterias

Figura V1: Curva de calibracion estandar de gPCR para el gen amoA de bacterias (a), nifH
de bacterias (b) y amoA de arqueas (c)
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