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Comunidades bacterianas en sueldsjo siembra directa en la region
agropecuaria pampeana. Influenciadel manejo y propuesta de nuevos
indicadores bioldgicos

Resumen

Los suelos son considerados uno de los amisienés diversos y heterogéneos que se conocen.
En ellos se producen innumerables procepas permiten el reciclado y transformacion de
sustancias esenciales para la vida de maptanimales. La mayoria de estos procesos son
realizados por bacterias, y se ven afectadosdgtintos factores en elmbiente. Una de las
principales causas que modifican estos ecosist&mda produccion agricola. En los dltimos
tiempos el desarrollo de nuevas tecnolaggiesmo la siembra directa podrian atenuar
parcialmente el impacto de esta explotacién.ednbargo, el uso sustentable implica también la
aplicacién de practicas de manejo, que incluygacrones de cultivos, reposicion de nutrientes y
manejo integral de plagas. En este trabegtudiamos la composicion y dinadmica de las
comunidades de bacterias bajo practicas coatreest en siembra directa, con los objetivos de
determinar de qué manera las practicas agricuofasctan sobre el suelo, y encontrar variaciones
en las comunidades que puedan is&emo indicadores de bioldms de calidad del suelo. Para
el estudio se analizaron ambientes naturales yrdtamientos de siembra directa que difieren
principalmente en el régimen de rotaciéncdéiivos, y otras caracterisis que los separan en
Buenas y Malas practicas agricolas. Se tomalatos de cuatro localidades diferentes de la
regidbn que abarca desde la provincia de C@duwdsta Entre Rios dante un periodo de dos
afios. Mediante la utilizacion de herramientadeculares encontramos que las diferencias entre
los distintos ambientes a nivel s comunidades de bacterialy taxones mayoritarios se ven
influenciadas en primer lugar plas diferencias geograficas y emenor medida por los efectos
del uso del suelo. A medida que aumentamaosvel de resolucién taxonémica encontramos que
existen diferencias para determinados grugos pueden separar l&ienas de las Malas
practicas. El nimero de bacterias pertenecseategrupo de Acidobacteria Gpl y al género
Rubellimicrobiumvarian de forma dependiente de l@atamientos, por lo @l son potenciales
candidatos como indicadores de calidad delosu Para esto proponemos la confeccion de un
indice calculado como el cociente entre lapprcion de bacterias de cada grupo encontradas en
la muestra (Acidobacteria Gubellimicrobiun), respecto del ndmero encontrado en un

ambiente natural proximo.



Palabras claves: Microbiologia deelos, diversidad bacteriars®mbra directa, indicadores
biolégicos, ARNr 16S.



Bacterial communities in soils under netill crop production in the pampas
region. Influence of management and poposal of new biological indicators

Abstract

The soil is considered one tife most diverse and heterogeng environments. They produce
many processes that enable the recycling and tnanafion of substancessential for plant life

and animals. Most of these processes areopedd by bacteria, and are affected by different
factors in the environment. One of the main causes that modify these ecosystems is agricultural
production. The recent development of new teabgiels, such as no-till crop could reduce the
impact of this exploitation. However, the sustainable use also involves the implementation of
management practices, incladi crop rotations, nutrient repishment and integrated pest
management. In this work we have studigte composition and dynamics of bacterial
communities under contrasting titb-crop systems in order to determine how impacts on soil,
and to find variations in the communities thah crve as biological incitors of soil quality.

For the study, two tillage treatments that differ mainly in the rotation regime and other features
that separate into good and pegricultural practicesvere analyzed. Data were collected from
four different locations in the g&on from the province of Cordolia Entre Rios for a period of

two years. Using molecularodls we found that the diffenees between the different
environments at the level of bacterial communities and major taxa, are influenced primarily by
geographic differences and in lesser extent byeffexts of land use. As we increased the level

of taxonomic resolution, we found that there were differenceseftain groups that can separate
good from poor practices. The number of bacteelnging to the Acidbacteria Gpl group and

the genusRubellimicrobiumvaried depending on the treatmergsggesting that they could be
potential candidates indicators siil quality. To this end we prop@she confectiomf an index
calculated as the ratio (Acidobacteria Gpdbellimicrobiun between the proportion of each

group of bacteria found in the sample aneltkmber found in a aeby grassland soil.

Key words: Soil microbiology, bacterial diversityp-till crop, biologicaindicators, 16S rRNA.
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El suelo

El suelo forma una delgada capa que cubre la scigete la Tierra y actla como interfase entre

la atmdsfera y la litosfera, la capa mas externa de corteza terrestre. Es un sistema formado por
minerales, agua, gases, raices de plantasnateria organica en distintas etapas de
descomposicion. El suelo también provee el medio para que vivan una asombrosa variedad de
organismos. Estos organismos no solo habitasuelo y lo usan como fuente de energia,
también contribuyen con su formacion, afectando las propiedades fisicas y quimicas, y la
naturaleza de la vegetacion que crece en él.

Se reconocen cinco factores principales que daemiadjsuelo: la materjarental, el clima, la

biota, la topografia y el tiempo (Jenny 1941). Shamente interactivos y todos desempefian un
papel importante en el desarrollo de cualquier tipo de suelo. Las combinaciones de estos factores
llevan a la formacién de tipodnicos de suelos, pero con aap(horizontes) relativamente

predecibles que componenparfil del suelo (Fig. 1.1).

La superficie del suelo es donde vive layoréa de los organismos y donde ocurren el
crecimiento de las raices y etigdado de nutrientes. Esta cagm conocida como horizonte O,

gue se forma cuando la materia organica en dgszsinidn se acumula en la superficie. La capa
superior (L) estd formada por los restos vdgsetg de animales producidos durante el afio, y
muchas veces no es considerada parte del suelo. Sobre el horizonte A, que esta compuesto
mayoritariamente por minerales, pero tambié@zclado con materia organica proveniente de la
capa superior, se encuentran capas formadasmateria organica edistintos estados de
descomposicion. La capa F, est4d formada por desechos de los ultimos afios parcialmente
descompuestos y la capa H estda compuesta por desechos completamente descompuestos

generalmente mezclada con la capa mineral que se encuentra por debajo.

Variaciones en los factores que dan forma alosdeterminan la naturaleza fisica y quimica de
los suelos, que a su vez influyen en gran medida aaturaleza de ladtia y por lo tanto sobre

las propiedades de descompdsicy el ciclo de nutrientes detosistema. Variaciones en las
propiedades del suelo, especialmente la mésiza, también influyen enormemente sobre el

movimiento del agua y materiales asociadasto dentro como entre ecosistemas.



Introduccién

Horizonte O

CapalL Materia organica reciente

Capa F Horizonte organico originado de restos
biolégicos depositados o acumulados

CapaH en la superficie

Horizonte A ) )
Horizonte mineral formado en o cerca

de la superficie, se caracteriza por la
incorporacién de materia organica
humificada. Por lo general iluvial

Horizonte B
Horizonte mineral del subsuelo sin
estructura de roca, se caracteriza por la
acumulacién de silicato arcillas, hierro y
aluminio. Por lo general eluvial

Horizonte C
Horizonte mineral poco o no
consolidado que conserva la estructura
de la roca

Fig.1.1: Perfil del suelo donde se disjuen los distintos horizontes y capas.

La biologia del suelo

El "enigma de la diversidad del suelo” fgizado por Anderson en 19¢Anderson 1975) todavia
existe: ¢Como se explica la gran diversidadadbiota en los suelog como es posible que
muchas especies de organismos puedan coexistir sin que ocurra exclusién competitiva?

Tal vez la respuesta mas conente reside en la naturaleza extremadamente variable del
ambiente del suelo en si: el suelo ofrece untatbiimamente heterogéneo, tanto espacial como
temporalmente. Esto se traduce en diversiddtibtéats, la que abre posittades sin igual para

la particion de nichos, o la especializacion hdbitats 0 recursos, y a su vez permite la

coexistencia de las especies.
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El habitat del suelo se carackeripor la heterogenaid a través de todas las escalas, desde
nanometros a kilbmetros, que difieren en carastteas quimicas, fisicas y biolégicas, tanto en
el espacio como en el tiempo.

Para los organismos superiores, como los aningalese extienden sobre amplios territorios, los
hébitat pueden ser en la escala de un pais@jgla una cuenca e incluso mas alla. Al otro
extremo, para los microorganismos, el habitatesieice a una microescala y por lo tanto se ha
referido a él como miohabitat (Baaigett 2005).

Las caracteristicas espaciales li@bitat en general, asi coma learacteristicas especificas de
los microhabitats, deben ser consideradas l&ndescripcion de la actividad de los
microorganismos del suelo. Microregiones dente los agregados del suelo controlan la
naturaleza y disponibilidad de los recursos deientes, afectando directamente la dinamica de
poblacion.

La heterogeneidad espacial aimiye a la coexistencia deslaspecies en las comunidades
microbianas del suelo, aumentarsio biodiversidad en gener&e hecho, los organismos del
suelo no suelen estar distribuidos al azao sjue exhiben patronesegecibles en distintas

escalas espaciales (Ettema 2002) (Fig. 1.2).

Perturbaciones

Factores
Ambientales

Pequefia escala »

_

Mediana escala

Gran escala .’ /

Fig. 1.2: La Heterogeneidad espacial en las rilsiciones de organismos del suelo se produce
en escalas anidadas y esta conformada por unaqefa espacial de los €&ores ambientales,
los procesos intrinsecos de la poblacion,lag perturbaciones (flechas verticales). Estas
perturbaciones operan en todas las escalgsaesles y pueden ser un factor clave en la
heterogeneidad espacial. Interaases entre los patrones espacilde la actividad bidtica del
suelo y la heterogeneidad de los factores amfales afiade mas complejidad al sistema (flechas
horizontales).
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Patrones en la diversidad del suelo

Existen casi infinitas variaciones los patrones de diversidadrery dentro de los ecosistemas

de la Tierra. Ademas, estos patrones cambian constantemente con el yidangiversidad en

una localidad en particular puedariar en gran medida tantdaago plazo como resultado de los
procesos de sucesion y del cambio evolutivmya@dentro del periodo de uno 0 unos pocos afos
(Bardgett 2005).

Esta enorme complejidad espacyatemporal en la diversida que se produce tanto sobre el

suelo como por debajo de él, hace que sea extesnaade dificil evaluar gxplicar los patrones

de riqgueza de especies. Sin embargo, lagunmtas cuidadosamente enmarcadas sobre la
diversidad de especies que reconocen la existencia de tal complejidad, pueden dar idea de la
amplia gama de procesos que controlan igerdidad en un rango de escalas espaciales y

temporales.

Escala global.Una gran cantidad de patrenglobales de variacion espacial de la biodiversidad

han sido explorados, y probablemeetenas prominente es el gradiente latitudinal en la riqueza

de especies. Desde hace tiempo se reconoce que el numero de especies en la mayoria de lo
grupos taxonémicos es mas bajo en los pglasimenta hacia los tropicos (Adams 2009). Sin
embargo, esta informacion proviene casi exclusivamente de estudios de organismos que viven
sobre el suelo, y virtualmente naska sabe de los organismos que viven en él. Por lo tanto, es
bastante arriesgado especular daawo acerca de los patronestlalinales de la biodiversidad

del suelo.

Algunos ecoélogos incluso dudan que estos patrerissan para la biologia del suelo, al menos

en las regiones templadas y tropicales. Estbasa en las teorias que sugieren que muchos
organismos del suelo, especialmente los microorganismos y la microfauna, son cosmopolitas, y
capaces de migrar considerablemente a travésddecl mundo (Finlay, 1999). Por otra parte, la
abundancia de individuos de especies de migeoosmos de vida libre es tan grande que su
dispersion es rara vez (0 nunca) limitada Ipareras geograficas (Finlay 2002). Sin embargo,
existen cuestionamientos acerca de que cierigsogrtaxonémicos de la biota del suelo sean
cosmopolitas, debido a que se conoce que algunos ciliados de vida libre (Foissner 1999) y
bacterias heterotroficas del suelo poseendistaibucion biogeograta restringida (Cho 2000).

Ademas, se considera que las estimaciones dévésidad biolégia global del suelo son
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altamente especulativas, ya quésaia pequefia fraccion de losbliats potenciales de todo el

mundo han sido cuidadosamente analizados.

Escala a nivel del paisajéA este nivel, los patrones del soele relacionan principalmente con
factores tales como el tipo deeswu y la topografia, y con pertwationes y la distribucion de la
vegetacion (Turner 2001). Por ejemplo, suelotléé asociados a los ecosistemas productivos,
tales como los bosques de hoja caduca y lasemadempladas, tienden a mantener un gran
namero de plantas, animales y diversidad otiizma debido a la amplia provision de recursos y

a un alto grado de heterogersd causada en gran parte por las actividades de los propios
organismos. Por el contrario, las duras cowodies climaticas y la abundancia de materia
organica recalcitrante tipica ties suelos improductivos, sigié un menor nimero de especies
presentes (Ponge 2003). Este tipgddn es también evidente a una escala mas local, como en
los bosques, donde las diferencias en la calidddsddesechos debajo de distintas especies de
arboles que coexisten, producen zonas de influenmaexplican la digbucién desigual de los
procesos y organismos del suelo (Welérdl). Por otro lado, en ecosistemas donde la
vegetacion es escasa, los factores abidticosnlietEn los patrones espaciales de biodiversidad.
Otro factor importante que afedtadistribucion de la biodiversad del suelo a wel de paisaje

son las perturbaciones fisicas, que generalmente conduagna reduccion drastica en la
diversidad. Sin embargo, la magnitud de ®stfectos depende del tipo de suelo, clima y
operaciones de labranza en los suelyrécolas (Ernst 2009, Errouissi 2011).

Otros estudios que han examinado las pertusbasi derivadas de la conversion de zonas de
vegetacion natural a la agricultura, muestran qubviersidad de la biatdel suelo se reduce en
respuesta al cambio del uso del suelo. Por erigptonversion del bosque tropical primario en
terrenos para agricultura produce una drastchiccion de la biomasa microbiana (Dlamini
2004). La diversidad fenotipica de las comudata microbianas de los pastizales templados
también se reduce como consecuencia de Istirlios causados por una intensa actividad
agricola (Bardgett 2001).

Es importante sefialar que posiblemente seanerosas las causas que interactian en la
disminucion de la diversidad de la biota delelo como resultado de la conversion de los
ecosistemas naturales en terrenos paracudfynia. Sin embargo, laperturbaciones fisicas
resultantes de la preparacion del sitio para el cultivo y la disminucion de la cantidad y

complejidad de los residuos orgénicos devuediasuelo, probablemente sean los factores mas
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importantes (Malézieux 2009). La teda organica devuelta al suelo en los sistemas agricolas,
generalmente proveniente de umpocos cultivos diferentes, eanmbién de menor complejidad
gue la de los ecosistemas nativos.

La diversidad de descomponedores es tipicammasecompleja en mezclas de desechos que en
los provenientes de sustratos simples (Hansen 2B@03iempre los cambios en el uso del suelo
tienen efectos negativos sobre su biota. éiecto, algunos suelodterados pueden tener
comunidades muy diversas, sobre todo cuandpdasirbaciones aumentan la heterogeneidad
espacial, proporcionando corloe oportunidades para que un mayor numero de especies

convivan.

Escala local. Los patrones a escala local, en rahgo de centimetros a metros, estan
principalmente relacionados con la heterogeneit#ddhabitat, en términos de complejidad de la
estructura del ambiente y compuestos quimigdgzados como recursos. Como se menciond
anteriormente, el suelo es muyriadle en su estructura y cposicion, y todos los suelos son
heterogéneos en distintas escalas. Esto offeogumidades inigualables a los organismos para
establecerse en distintos nichos y convivit§ia 2002, Bardgett 2005), pero también conduce
a extremas variaciones en las propiedadefdicas del suelo a nivel de las comunidades
(Bardgett 2005b).

Las raices generan heterogeneidad en el sudtayés de efectos fisicos en la estructura, su
muerte y descomposicion, y por medio del exudadcodepuestos en laona proxima a la raiz,
denominada rizosfera.

La heterogeneidad en micro-escala, por ejeraptovel de las particulas del suelo, puede ser
extremadamente alta, por ejempproporcionando gradientes enclancentracion de oxigeno a
lo largo de unos pocos milimetros (Askaer 20E3}as variaciones a micro-escala pueden actuar
como un factor determinante en la diversidad microbiana del suelo (Remenant 2009).

En conclusion, variaciones espaciales y tempordéesje la escala de uparticula a la de todo

un horizonte, junto con la enorme especializaciéria biota del suelo, acttan como el mayor

determinante de los patroneshdediversidad a escala local.

Distribucion vertical en el perfil del sueldtro de los factores importantes a tener en cuenta en
suelos, y que es una de las caracteristicazipailes que lo definen como ambiente, es la

distribucion vertical de losrganismos que lo habitan a través de su perfil.
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La abundancia y biomasa de la mayoria de loswsgens del suelo son mayores en los primeros
0-10 cm de la superficie del suelo y disminuy®n la profundidad juntcon el contenido de
materia organica y la disponibilidad de m@®s Aproximadamente el 65% de la biomasa
microbiana total se encuentra en los prime2bscm del perfil del suelo. Por debajo de esa
profundidad, la densidad microbiana por lo geindisminuira entre 1 y 3 6rdenes de magnitud
(Fierer 2003) (Fig. 1.3).

Aunque en general la cantidgdhctividad de los organismaoel suelo a mayor profundidad son
bajas, varian espacialmente en funcion de gnéelede textura, pH, ngeratura, disponibilidad

de agua y contenido de materia organica (0L0). Las interfases entre las capas a menudo
generan regiones localizadas de mayor satumadionde los microorganismos pueden presentar
un mayor numero o actividad debido a un mejor acadss nutrientes. Los microorganismos en
los horizontes mas profundos del suelo tiendeestar mas limitados en carbono (C) que los

microorganismos de la superficie.

ug C g soil ! ng CO2-C gsoil ' h™! nmol PLFA g soil !
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Fig. 1.3: Cambio de la biomasa microbiana clanprofundidad. Perfil de suelo de un valle
(circulos blancos) y en terrazas (circulos regrdeterminada por tres métodos. (Izquierda)
Fumigacion con cloroformo. (Medio) Respiraciimucida por sustrato. (Derecha) Analisis de
acidos grasos (PLFA) (Fierer 2003).

Microorganismos en el suelo

Debido a que el suelo provee un formidablegoade habitats, el mismo mantiene una enorme
biomasa y alberga mucha de la diversidad tieméle la Tierra. Los microorganismos son, por

lejos, los miembros mas abundantes y diversespgeden encontrarse en el suelo. Un gramo de
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suelo contiene kilémetros de hifas de hongos y méas febabterias, pertenecientes a decenas
de miles de especies difates (Paul 2007). Estos dos grup@presentan los principales
consumidores de la red alimenticia en el suelo y son responsables de la degradacion y

mineralizacion de sustancias organicas complejas.

El rol primario de los hongos es descomponanéderia organica a traves de la produccion de
una amplia gama de enzimas extracelularesvidod de su gran biomasa representan una
porcion significativa de los nutrientes del ecasis. En pastizales, por ejemplo, pueden llegar a
250 Kg h& de hifas secas en los primeros 5 cniadsuperficie, conteniendo tanto como 8 Kg
de Nitrogeno (N) y 2 Kg de Fésforo (P) (Bardgett 1993).

Los hongos ademas tienen otras importantes daesi en el suelo. Actian como patdgenos de
plantas, mantienen unidas las particulas del suelo aumentando Haidestaestuctural, y
proveen alimento a la fauna.gdinos hongos, como las micorrizas, forman mutualismos con las
raices de las plantas, provage nutrientes limitantes como P agplanta y recibiendo a cambio

compuestos de C y un espacio libre de competidores (Simard 2004).

Las bacterias del suelo son conspicuas pabsuimdancia y ubicuas indo en los ambientes y
suelos mas extremos. El uso de técnicas molessulean mostrado quedasersidad de bacterias
en el suelo es enorme, y varios ordenes dgninal mayor de lo que se estimaba previamente.
Por estudios de ADN se cree que en un pufiadsudi® puede haber mas de 10.000 genotipos
distintos (Torsvik etal. 2002) y tanto como Q0" bacterias por gramo de suelo (Horner-
Devine 2004) (Tabla 1.1).

. Abundancia Diversidad
Habitat ) 5 _
(células cnY’) (genomas equivalentes)
Bosque 4,8x10 6000
Pastura 1,8x10 3500-8800
Agricola 2,1x16° 140-350

Tabla 1.1: Abundancia y diversidad de procg®en distintos suelos (Torsvik 2002).
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Al igual que los hongos, las bacterias heterate&itienen la capacida® degradar un amplio
rango de compuestos organicos a través derdduccion de enzimas extracelulares. Como
reflejo de su diversidad taxonomica, la diveasidnetabdlica de las bacterias es igualmente
inmensa. Esto quizas, es mejor ilustrado por kilidad de las bacterias para degradar muchos
compuestos xenobidticos toxicos para la mayate otros organismos. Ciertos grupos de
bacterias también llevan a cabo funcioneseeigas de gran importancia ecoldgica. Por
ejemplo, bacterias quimioautétrofas nitrificantes smportantes para el ciclo del N, ya que se
encargan de la oxidacion de anmai nitrato, tanto en suelos naties y agricolas. Simbiontes
fijadoras de nitrégeno del géneRhizobiumy otros, infectan las fees de las leguminosas, e
incrementan considerablemente agorte de N al sistema. d\lnas bacterias de vida libre
también llevan a cabo este proceso de fijacion de N, como los miembros de los géneros
Azotobacter Clostridium(Bardgett 2005).

Andlisis moleculares de diferentes suebigicolas de zonas tetagas han indicado que
generalmente la mayoria de las bactesasontradas pertenecen a algunos de los grupos
mayoritarios (Nacke 2011, Chen 2011, Yin 2010). Estapag son el filo Proteobacteria con las
clases de Alfa-, Beta-, y @anaproteobacteria, y los filos Actinobacteria, Bacteroidetes,
Planctomycetales, Verrucomicrobia, Acidobactsri&irmicutes. Cabe sefalar que a partir de
algunos de estos grupos (ej. Proteobacteriasctinobacteria), muchas bacterias diferentes
pueden ser recuperadas de muestras de suelanteedécnicas de cultivo clasicas, pero otras
normalmente se pierden. En el caso de losgpia@as cultivados, pueden aplicarse estudios de
laboratorio para caracterizar su composicion iead la actividad fisiologica mas en detalle, y
por lo tanto, en muchos casos se puede temarbuena idea del potencial de su importancia
ecoldgica. Que en el caso de los "aun rovables”, evidentemente, es mas criptica.

Las Proteobacterias son un grudjsiologica y morfolégicamentdiverso (Gupta 2000, Zayarzin
1991). Las Alfaproteobacteriamcluyen muchas bacterias que interactian con huéspedes
eucariotas. Las interacciones con plantas comdere la colonizacion déa rizosfera, y el
establecimiento de relaciones patégenas o stinhg Importantes ejemplos de esto son las
enfermedades causadas en plantasRiorobium tumefacien@nteriormenteAgrobacterium
tumefaciens (Chen 2008) y la formacion de nédulos de daices que fijan el nitrégeno en las
leguminosas por los diferentes miembros del grupRldeobium(Martinez-Romero 2009). La

clase Alfaproteobacteria tambiéctluye bacterias que infectanrwertebrados que habitan en el
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suelo (ejWolbachiade colémbolos) (Czarnetzki 2004). Qtralfaproteobacteria que habitan el
suelo, comoMethylomonassp., aeroObicamente utilizan metano u otros compuestos de un
carbono (C1) como fuente de carbgnenergia (Chen 2003, LeMer 2001).

Las Beta y Gammaproteobacteria incluyen mucbiggmnismos de crecimiento relativamente
rapido, que pueden ser muy abundamesdiferentes suelos. Regentantes tipicos de estos
grupos incluyen los géner@urkholderiag ComamonasVariovorax (todos Betaproteobacteria),

y StenotrophomonasPseudomonagémbos Gammaproteobacteria).

Las Actinobacterias son bacterias Gram-positivaisughas de ellas se consideran organismos
tipicos del suelo (Gremion 2003, Holmes 2000, Rise1999). Son metabdlicamente versatiles,

y la mayoria son formadoras de esporas \i@tanto pueden resistueriodos de sequia.

Los miembros mas prominentes y abundantes incluy&hadococcusFrankia (induce la
fijacion de nitrégeno molecular emddulos de las raices de loddles), y muchas especies del
género StreptomycesEstos organismos son habitantes tipidde las capas de detritos, son
capaces de producir antibioticos e influir sdiarealud de las plantas (Schlatter 2009).

A pesar de su evidente importancia cuantitativa en suelos, s6lo unas pocas especies de
Planctomycetes, Verrucomicrobia y Acidobacteria han sido cultivadas y caracterizadas. Por lo
tanto, se sabe poco sobre sus po&des genéticos, sus propiedda fisioldgicas, o adaptaciones
ecologicas (Buckley 2006, Sangwan 2005, Kielak 2010, Ward 2009).

Hasta la fecha, sélo dos aislamientos de Planatetas se han obtenidgartir de cultivos del
suelo (una de las especies relacionadas con el g&eenmatay otra conlsosphaera (Wang
2002). Curiosamente, el filo Planctomycetes témlncluye bacterias capaces de oxidar amonio
en condiciones anaerobicas en la presencmtid® (bacterias anammox) (Francis 2007). Queda
aun pendiente determinar si estas bacteriasas otlacionadas son también activas en nichos
anaerobicos en el suelo.

El filo Verrucomicrobia sélo esta representado por unas pocas especies cultivadas y no esta claro
cuan representativos son para este gran giigonas cepas aisladas a partir de cultivos de
arroz se caracterizan por un metabolismo anasyppila mayoria de las Verrucomicrobia tienen
un tamafo celular muy pequeio ("ultramiaocteria”) (Chin 2001, Schlesner 2006). Otros
miembros son inmoviles corapéndices celulares, comwerrucomicrobium espinosum
(Schlesner 1987) @rosthecobacte(Hedlund 1997). La gama edgica dentro de este grupo
parece ser grande, ya que recientemente algunas especies deKg#nerematobactehan sido

caracterizadas como endosimbiontes @lolgs de nematodos (Vandekerckhove 2002).
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El filo Acidobacteria, a pesar de su grabundancia en muchos suelos, también esta
representado por sélo unos pe@éneros cultivados (éjcidobacteriumGeothrixy Holophaga

(Barns 1999, Kielak 2009, Eichorst 2011). En uteresante estudio, exl que se clonaron
grandes fragmentos de ADN gendémico de a@dtdrias no cultivadas, se determind que las
bacterias de este filo habmisadquirido genes de otras baa@s (Quaiser 2003). Distintos
trabajos sugieren que la tasa de descomposicion de sustratos de C provenientes de la materie
organica en el suelo esta relacionada condpgrcion entre AcidobacteriaAlfaproteobacteria.

El incremento en la concentracion de compuestos de C conduce a una disminucion relativa en la
abundancia de Acidobacterias yraaumento en la de Alfaproteobacterias (Nemergut 2010, Leff
2011). Uno de los principales factores que refugatemente la abundancia de Acidobacteria es

el pH (Jones 2009, Lauber 2009, Rousk 2010). Se dta gue a valores crecientes de pH la
diversidad de Acidobacterias disminuye. A peda esta correlacion, dadistintos taxones que
componen este filo responden de manera difey@atr ejemplo, la abundancia de los Grupos 1y

2 aumenta considerablemente con valores de pH bajos (3-5) mientras que para el Grupo 4
aumenta con pH mayores a 5. Este efecto dedqiitle las poblaciones de bacterias no solo esta
restringido al grupo de las Acidatiarias. Otros filos importantesn suelos como por ejemplo
Actinobacteria y Bacteroidetes, responden a ideacdel suelo, por o que se considera que el

pH es uno de los factores magormnantes que regulan la divielad y abundancia de bacterias

en los suelos (Lauber 2009).

Ademas de los grupos anteriormentegncionados, miembros de los grupBacillus y
Clostridium (Filo Firmicutes) con frecuencia pueden ser detectados de muestras de suelo tanto
por técnicas basadas en el cultivo como por analisis independientes de cultivo, y muchas veces
su abundancia suele ser muy alta (Janssen 2088g 2009). Las bacterias de este filo se
caracterizan por su capacidad pfoamar endosporas y sobrevidurante largos periodos de
tiempo sin la necesidad de una fuente extdemearbono o energia. Una caracteristica comun de
muchas de estas bacterias es la capacidad réggiciniento cuando estan disponibles fuentes de
carbono relativamente simples. Los sustratos puesd® suministrados por las raices en la
rizosfera (Lu 2006, Li 2008), por los procesos digesten el intestinale los invertebrados
(Czarnetzki 2004, Jensen 2003) o pesiduos de plantas. Este Ulincaso se ha visto en el
rapido desarrollo de las especies Biillus termofilas en el proceso de compostaje (Peters
2000).
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Principales actividades de las bactéss en el suelo y grupos relacionados

De todas las funciones que pueden cumplirbasterias en el suelo probablemente las mas
importantes son aquellas relacionadas con Iaftsamacion de la materia y compuestos que son
esenciales para el ciclo biolégide los elementos. La descompasicde la materia organica, la
mineralizacion de nitrdgeno, fosforo, azufre ynpmiestos conocidos como micronutrientes, son
esenciales para el desarrollo de otros organisynes el caso de los suelos agricolas también
son importantes para los cultivos. Estos procesos son casi exclusivamente realizados por

microorganismos (Coleman 2004).

Degradacion de la materia organica

La fotosintesis convieztel C inorganico (C& en C organico a través de la produccion primaria
bruta (PPB). Parte de este carbonadeeuelve a la atmdsfera como el £@spirado por la
planta y el resto se conviema biomasa vegetal y se denompraduccién primaria neta (PPN)
(Paul 2007).

La mayor parte de la PPN, junto con los cuespexscreciones de animales, se devuelve al suelo
como materia organica. Alrededor del 90% de la AR&NmMente entra en el sistema a través de
plantas muertas, hojas, raicesmgdera en los bosques, y a &s\de los residuos organicos en
los campos agricolas (Coleman 2004).

El proceso de descomposicion conlleva compl@peracciones en la red alimenticia bajo el
suelo, donde se modifican las formas quimicas si@ldrientes. Este preso es responsable de
la creacion de compuestos orgdns de corta y larga vida medimportantes en la dinamica de
nutrientes y la formacion de la estructura delleuLas tasas de descomposicion varian entre y
dentro de los ecosistemas en distintas escalagra@fecas, en funcion dia biota del suelo, la
calidad del sustrato, el microclany otras condiciones de los embsimas. La calidad de sustrato
se define principalmente por la composiciérngoa de los residuos depositados sobre o en el
suelo. Sustratos labiles, como los azucares y el almidén son facilmente consumidos por
microorganismos, mientras que taninos, ligninasrgs compuestos ricos en polifenoles pueden
ser utilizados directamente so6lo por cisrt@rganismos especializados. La celulosa y
hemicelulosa son compuestos con tasas intermedias de degradacion.

La degradacion en sistemas agricolas es gemamge mas rapida que en ambientes naturales,

debido a que los residuos de cultivos, congeregienen menos componentes recalcitrantes.
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Durante el proceso de descomposicion, los costpaeson convertidos dermas organicas a
inorganicas (mineralizacion) y se vuelvensmtinibles para ser usados por plantas y
microorganismos. La celulosa y hemicelulaspresentan mas del 50% del carbono en los
desechos de plantas y ayudan a alimentar pseamscrobianos como las transformaciones de
nitrégeno y azufre, que poco a poco reducemlizcion carbono-nitrége y carbono-azufre, en

los materiales en descomposicion.

A medida que los desechos se descomponemelecla de elementos cambia. El carbono se
pierde por la respiracion micramia, y la celulosa y otros comgtms labiles son hidrolizados y
utilizados para el crecimiento y mantenini@ celular. El nitrégeno es mineralizado y
simultdneamente inmovilizado por los microorganos, resultando en un incremento de la
concentracion de N en el sistema, y en un aumento de la cantidad absoluta si es transportado
desde el suelo o por fijacion atmosférica. Adida que avanza la descomposicion, la proporcion

de carbono-nitrogeno declina heasjue el sustrato se hace mas adecuado para la actividad

microbiana.

Junto con otros factores como la disponibdidde sustratos, la competencia, y factores
ambientales, el perfil de enzimas degradativas y generales de las bacterias del suelo determina la
gama de sustratos que pueden utilizar. Delsidbamafio de muchos sustratos (ej. lignina,
celulosa) la mayoria de la depolimerizacioneatracelular, y sélo el dltimo paso, donde se
utilizan las moléculas mas pequefias es iatwdar. En la Tabla 1.2 pueden verse algunos
ejemplos de enzimas relacionadas con la degi@alae sustratos. En muchos casos, se trata de

una serie de enzimas, y no solo lmgue actla sobre el sustrato.

Celulosa.La descomposicién de la celulosa es unaidetilclave de las bacterias del suelo y es
vital para el flujo de energia a través de los suglos ciclos del N, P y S. En términos sencillos,
la descomposicion de la catgh es una despolimerizacion telamente especializada (con un
numero restringido de saprd@g) seguida por unhidrélisis simplea glucosa, que es
r@pidamente utilizada como fuente de @iarpor la mayoria de los microorganismos

heterdtrofos del suelo. ElI complejo enzimaticelulasa, que cataliza la descomposicion de
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Enzimas degradativas para la Distribucién de enzimas y ejemplos de bacterias del

utilizacion de sustratos suelo con actividad ecologamente significativa de
organicos estas enzimas
Celulasas (Celulosa => Glucosa) EspecieBaisllus, Cellulomongsy Pseudomonas

Glucosa oxidasas (Glucosa => OEnzimas ubicuas de bacterias de suelo

Proteasas (Proteinas => Amino  Extendidas entre los pro@atas del suelo, pero las
acidos) especies dBseudomonag Flavobacteriunmson
fuertemente proteoliticas

Deaminasas/Amino transferasas; Enzimas mas comunes que las proteasas, aunque con
amino-acido decarboxilasas diferentes tasas entre amino-acidos

(Remocion de grupos amino y

carboxilo para liberar Niy CO,

de los amino acidos)

Ureasas (Urea => amonio + dioxidé\proximadamente el 50% de las bacterias heterotréficas
de carbono) son ureoliticas

Amilasas y glucosidasas (almidon Especies d8acillus Pseudomonag Chromobacterium
=> glucosa)

Ligninasa (Lignina => subunidadesAunque la degradacion de lignina es principalmente

aromaticas) realizada por hongos, especiesAdtrobacter
Flavobacteriumy Pseudomonatambién estan
involucradas

Pectinasas (Pectina => subunidaddsspecies dérthrobacter Pseudomonag Bacillus

del acido galacturénico) (algunas especies poseen s enzimas pectinasa,
poligalacturonasa, pectato liasa, pectina liasa y
pectinaesterasa). Muchos patdgenos vegetales poseen
pectinasa para ayudar erpkenetracion de la planta
hospedera

Fosfatasas (Esteres de fosfato => Aproximadamente el 30% de las bacterias heterotroficas
fosfato) del suelo poseen fosfatasas

Sulfatasas (Esteres de sulfato => Muy pocos poseen sulfatasas
sulfato)

Invertasas (Sucrosa => fructosa + Particularmente activas &acterias saprotréficas del
glucosa) suelo, com@cinetobactery Bacillus

Quitinasas (Quitina => subunidadegas actinobacteriaStreptomyceg Nocardia
de aminoazucares)

Amino-acido decarboxilasas Tanto amino-acido decarboxilasas aromaticas y no
aromaticas se encuentran en una amplia gama de
bacterias del suelo

Tabla 1.2: Ejemplos de enzimas y bacterias astas a la utilizacion de sustratos organicos
(Paul 2007)
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celulosa, se encuentra en un gran numerbatterias celuloliticas (ej.: especiesBhillus
PseudomonasStreptomycesy Clostridium) y hongos. Aungue las vidas dias de la celulosa y

la hemicelulosa en el suelo son del orden des @i semanas, el metabolismo de la glucosa
después de la despolimerizacion de la cetubssextremadamente rapido (Lednickd 2000, Lynd
2002, Wirth 2002).

El término hemicelulosa describe diversos azcérexosas y pentosas) y polimeros de acidos
urénicos que, como la celulosa, se degoconen por un proceso de despolimerizacion
relativamente especializado, seguido por utmraision y oxidacion masapida del mondémero
simple. La pectina, un polimero de subunidadkesicido galacturénico, es un buen ejemplo de
esto, con bacterias pectinatds tales como especies 8é&reptomyces/ Arthrobacter que
producen pectino despolimerasas extracelul@esy endo-) y luego con una gama mucho mas
amplia de microorganismos heterotrofos que utilizan la enzima acido galacturénico-oxidasa para

explotar la energia almacenada enaghpuesto resultante (Lavelle 2003).

Lignina. Después de la celulosa, lignina es la segunda sastia organica mas abundante
producida durante la PPN. La lignina es un polimero complejo, denso y amorfo de la pared
celular secundaria que se encuentra en elematdolas trdqueas y el esclerénquima de las
plantas terrestres. La naturalezaske hidrofobica, y sin estructugapecifica de la lignina hacen
qgue sea dificil de atacar para las enzimascr8e que la lignina debe romperse en fragmentos
mas pequefios antes de que la descomposicida@ en proceso. La despolimerizacion de la
lignina produce un producto sble en agua, precipitable no muy diferente de los &cidos
hamicos del suelo. Las bacterias Gram negatiPagudomonadaceaeAzotobacter y
Neisseriacea® los actinomiceteBlocardiay Streptomycegueden degradar la lignina, pero no
en la misma medida que los hongos. No ha sido éstablecido si las bacterias pueden causar la
descomposicion completa y utilizanalquier C de la lignina pasa crecimiento (Tuomela 2000,
Paul 2007).

Ciclo del Nitrogeno
Ningun otro elemento esencial para la vida tdargas formas en el suelo como el N, y las
transformaciones entre estas formas son emnayoria mediadas por microorganismos. La

microbiologia del suelo, por Itanto, juega un papel crucial e funcionamiento de los
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ecosistemas: En la mayoria de los ecosistemas terrestres el N limita el crecimiento de las plantas,
y por lo tanto la PPN puede ser regulada potdaas a las que los microorganismos transforman

el N en formas utilizables para las plantas. Sin embargo, varias formas de N también son
contaminantes, por lo que las transformacionesahianas del N en el slo también afectan la

salud humana y ambiental. Entender las transdoiones de N como a los microorganismos que

las realizan, es esencial para la comprension y el manejo de la salud del ecosistema y la
productividad. La fijacién de N biolégp, es decir la transformacion del &h N organico, es el
proceso dominante mediante el cual el N arat ciclo biolégico del suelo. Luego existen
numerosas transformaciones que afectan $podibilidad de N para las plantas y otros
organismos, y en su mayoria estas tm@msdciones son llevadas a cabo por los

microorganismos del suelo.

Mientras los microorganismos del suelo consunosndetritos para utilizarlos principalmente

como fuente de energia y carbono necesariosspacaecimiento, también tienen una necesidad

de nutrientes, especialmente N, para ensamblar proteinas, acidos nucleicos, y otros componentes
celulares.

Si los detritos vegetales son ricos en N, las necesidades microbianas son faciles de cubrir vy,
procede la liberacion de N, oaineralizacion. En cambio, si loetritos vegetakeson bajos en

N, los microorganismos necesitan N adicionasdentorno, tomandolo o inmovilizandolo en su
biomasa. A veces los detritos no tiene suficidthteara satisfacer las necesidades microbianas,

asi que a medida que el C se consume, e$ ketenido por los microorganismos y aun mas N
debe ser inmovilizado desde el suelo. La mineralizacion y la inmovilizacion son llevadas a cabo

por una amplia gama de microorganisr{tuscterias aerobias, anaerobias y hongos).

Fijacién Biologica de Nitrogeno.La fijacién biolégica de Rrégeno (FBN) es un proceso
exclusivamente restringido a los prdotas. Las bacterias que utilizan 8bmo Unica fuente de

N se llaman diazotrofas. Aunque sélo un namero limitado de especies bacterianag BstadN
representan una amplia variedad filogenéticdisioldégica que ocupa diferentes nichos
ecoldgicos (Paul 2007) (Tabla 1.3).

Los organismos diazotrofos utilizan diverdagntes de energia incluyendo la luz del sol
(fotétrofos), elementos y compuestos inorganicos reducidos (litétrofos), y una plétora de

diferentes sustratos organic@iseterétrofos). Estan represados por aerobiosbligados y

19



Introduccién

facultativos y anaerobios obligados. Esta diidad metabolica indica que los diazoétrofos
pueden contribuir con la fijacion de N a otragnias de vida en una amplia variedad de

ambientes.

Sensibilidad de la fijacion de N

Fuente de energia Ejemplos (Géneros)

al oxigeno
Heterotrofos Diaz6trofoaerdbicos Azotobacter,
Gluconacetobacter
Diazotrofosmicroarofilos Azozpirillum, Herbaspirillum,

Methylococcus

Diazé6trofosaerébicodacultativos Klebsiella, Paenibacillus,
Enterobacter

Diazotrofos anaerobicos obligado€lostridium, Desulfovibrio,
Methanosarcina

Fototrofos Diazotrofoaerdbicos Anabaena, Nostoc
Diazotrofosmicroarofilos Lyngbya, Oscillatoria
Diazotrofosaerobicodacultativos Rhodobacter
Diazotrofos anaerdbicos obligado€hromatium

Tabla 1.3: Ejemplos de géneros de bacteriazdfirofas ordenados seglmfuente de energia
que utilizan y la sensibilidad al oxigeno.

Bacterias Fijadoras de vida Librel.os procariotas diazotréficos gpeieden dividir en aquellos

que llevan a cabo FBN en una relacién simbidtica o de comensalismo con un eucariota y las que
fijan N2 en un estado de vida libre.

Debido a que el factor principal gjlimita por lo general la FBN éa fuente de energia (C), es
razonable predecir que los dimfos fotosintéticos de vidéibre pueden fijar una mayor
cantidad de Bbajo ciertas condiciwes del suelo, a diferencia de loeterétrofos de vida libre.

Estos fijaran mayores cantidades dg 98lo en presencia de compuestos de C derivados de
plantas facilmente disponibles, pefemplo, C labil en la zona rizosférica de una planta en
crecimiento activo, o durante la descomposiciéoderesiduos de plantas herbaceas y lefiosas

de alta relacion C:N.
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Las bacterias diazotrofis facultativas y ana@bicas obligadas se arentran a menudo en la
madera en descomposicion, donde los hongos déiledsl y ligninolitico despolimerizan los
azucares y los compuestos fendlicos necesarios glacrecimiento de los diazétrofos. Una
situacion similar existe en los residuos agrigokan los que se ha visto que la adicién de
bacterias celuloliticas y diazotréficas mejolanBNF y aceleran la descomposicion de los
desechos deficientes en N (iBaa-Llanos 2010, Werner 2005).

Bacterias Fijadoras Asociativad.as secreciones de las raigestros compuestos rizosféricos

son fuentes importantes de C que entran abstesde la planta, y las bacterias diazotroficas
utilizan estos recursos al agrse con las raices de las pén(Gnanamanickam 2006). Muchos
estudios demostraron que una variedad de bazidiaaotroficas se asocian con las raices de las
gramineas tropicales, en particular las espdeaspalumy Digitaria, donde se fijan grandes
cantidades de N Estas bacterias pertenecen al génAmmspirilum Herbaspirillum y
Burkholderia Se encuentran tanto en la rizosfera como en los espacios intercelulares de la

corteza de la raiz (Mano 2008).

Bacterias Fototroficas.Debido a que el FBN es un procestergéticamente costoso, no es de
extrafiar que los microorganismos fotosintétisean los principales proveedores de N fijado en
determinados ecosistemas del suelo. En los caaga@sroz, por ejemp) las cianobacterias y

otras bacterias fotosintéticapaatan importantes cantidades dedébido a las condiciones de
suelo inundado a principios de la temporada de cultivo, la presencia de abundante luz, la
fertilizacion adecuada con K,las bajas condiciones de, Que se encuentra en la interfase

sedimento-agua.

Bacterias SimbidticasLa mayor parte de las simbiosis &stres asociadas a la fijacion dg N
implica un fijador de M procariota y un hospedar fotosintético. Debido a que el procariota
obtiene su energia de la maquinaria fotosirdaétad costo energético de la FBN se compensa
adecuadamente, y cantidades considerables gaelden ser fijadas, si otros factores no son
limitantes. En los agroecosistemas, una leguminosa perenne de manejo intensivo, como la alfalfa
(Medicagosativg, puede fijar varios cientos de dgramos de N por hectarea por afio. Las
leguminosas son las mas reconocidas simbiosis fijadoras deldlo a su importancia como

fuente de alimento.
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En 1886, Hellreigel y Willfarth demostraron dapacidad de las leguminosas para convegtir N
en N organico. Rapidamente a pate entonces, Beijerinck 888 aislo bacterias (rizobios) a
partir de nédulos de las raices de legumingsaemostré que eran capaces de reinfectar la
planta, formar nddulos y fijar Nen la simbiosis. Estudios lledas a cabo en la primera parte del
siglo 20 mostraron que los rizalsi recuperados de nédulos deri@ises de diferentes especies
de leguminosas expresan diferentes caracteridtcadipicas y su espdicidad por la planta
huésped. Hoy en dia sabemos que los rizobiosasdichn en varios géneros y especies dentro
de la clase Alfaproteobactar En el caso de la soja las bacterias del gaBexdyrhizobiumson

los simbiontes principales de la especie. Estagbast en particular distintas cepas de especies
como B.japonicumy B. elkaniison utilizadas como inoculantes y en esos casos pueden aportar
entre el 60% y 90% del N total uziado por la planta (Werner 2005).

Bacterias Nitrificantes Autotréficas.La nitrificacion es la oxiacion microbiana de formas
reducidas de nitrégeno arfbas menos reducidas, gripalmente nitrito (N@) y nitrato (NQ).
Ahora sabemos que los microorganismos heteadrtfmbién pueden nitrificar, a pesar que la
nitrificacion autotréfica parece sel proceso dominante en taayoria de los suelos (Bothe
2000).

La importancia de los nitrificaes para el funcionamiento detosistema es sustancial: aunque
algo de nitrato entra al ecosistema como fertileaah la mayoria de los ecosistemas el nitrato
se formain situ a través de la nitrificacién. La niticghcion autotréfica es un proceso en dos
etapas, llevadas a cabo por grupos separadbadatierias: Las oxidantege amonio y oxidantes
de nitrito, respectivamente. Los nitrificantes autotrofos obtienen su C deb €C&rbonatos, y
son aerobios obligados.

Hasta el 80% de la energia producida duranteitfdicacion se genera a través del ciclo de
Calvin; por ende, las eficiensiade crecimiento de los nitghntes son correspondientemente
bajas. Esto explica en parte, goca capacidad para competir dos heterétrofos y las plantas,
por el amonio en muchos suelos.

Estudios basados principalmente en el genAdRINr 16S y andlisis de secuencias genéticas
colocan a los grupode oxidantes de amonio émclase Betaproteobacias, con excepcion de
algunos géneros que se ubican entre las GammaproteobacteriaNitozsococcus De los
oxidantes del amonio hasta ahora aisladas de suelo, todos pertenecen al grupo de

Betaproteobacteria.
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En los suelos agricolas, l&trosomonascommuniscon cepas multiformehlitrosolobusson
numeéricamente dominantes. Los suelos no fertibzgoor lo general también contienen cepas de
Nitrosomona®ligotrophg Nitrosospiray Nitrosovibrio (Koops 2001).

Las bacterias oxidantes de nitrito aparecen engama mas amplia de grupos filogenéticos que
las oxidantes del amonio, pero solo los géndlit®bactery Nitrospira (Freitag 2005) se han
detectado en suelos. La dilsticion de los otros génerds oxidantes de nitritd\jtrosococcusy
Nitrosping no se conoce totalmente qps 2001). Los miembros dditrobacter forman un
exclusivo y altamente relacio@ grupo en Alfaproteobactar Estimaciones de distancia
evolutiva los sittan con menos del 1% de réifeia, lo que indica poca diversidad genética
dentro del grupo. Los otros géneros de oxidantesitdeo se encuentraen las subclases delta

(Nitrospinay Nitrospira) y gamma litrosococcusde las Proteobacterias (Ahn 2000).

Bacterias Nitrificantes HeterotréficasUna amplia variedad de bacterias heterétrofas y hongos
tienen la capacidad de oxidar amonio YHLa denominada nitrifacion heterétrofa no esta
relacionada con el crecimiento celular, comaesie para la nitrificacion autétrofa (Kuenen
1994). Existe evidencia de solo dos rutas para la oxidacion del amonio por heterotrofos. La
primera, se encuentra en bacterias, y es gimila oxidacién autotrofica, en que las bacterias
nitrificantes tienen similares enzimas @xintes de amonio (e hidroxilamina).

Estas enzimas pueden oxidar diferentes susirgtpuede ser que txidaciéon del amonio sea

s6lo secundaria al propésito principal de estas enzimas de oxidar propeno, benceno, ciclohexano,
metanol, fenol, o muchos de otrm@mpuestos organicos no polares.

Se ha encontrado que bad@ser heterotroficas comdrthrobacter globiformis Aerobacter
aerogenesThiosphaergpantotropha Streptomycegrisens y varias especies dgseudomonas

son capaces de nitrificar (L2010, Robertson 1990, Zhang 2011).rigificacién heterotrofica
parece importante en algunos &sey en algunos microambienter los que I nitrificantes
autotrofos son quimicamente inhibidos. Sin embase cree que rara vez son dominantes en la

comunidad nitrificante del suelo.

Bacterias DesnitrificantesLa desnitrificacion es la reduéei de los nitratos del suelo a las
formas gaseosas oxiddtnco (NO), 6xido nitroso (BD) y Nb. Una amplia variedad de bacterias
en su mayoria heterotrofas pueddesnitrificar,utilizando el NQ* en lugar de oxigeno ¢

como aceptor final de electrones duranteelpiracion (Cavigelli 2000, Philippot 2005).
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Debido a que el nitrato es un aceptoretectrones menos eficiente que ¢} @ mayoria de las
bacterias desnitrificantes lo utilizan en ausencia gdeE@® la mayoria de los suelos esto ocurre
cuando la lluvia satura los poros del suelo deaagdisminuye drasticamente la difusion de O
en los micrositios.

La desnitrificacién se lleva a cabo por una Bangama de bacterias del suelo, incluyendo
organotrofos, quimio y fotolitotrofos, fijadoras de, kermofilos, halofilos y distintos patdgenos.
Se han identificado mas de 50 gérsecon mas de 125 especies dafinantes. En el suelo, la
mayoria de bacterias desnitrificantes cultivabtesanaerobios facultativggertenecientes a solo
seis géneros, principalmenteseudomonasy Alcaligenesy, en menor medidaBacillus
Agribacteriumy Flavibacterium Tipicamente las bacterias desfitantes constituyen entre el
0,1 a 5% de la poblacion del suelo cultivable tptahsta un 20% de la biomasa microbiana total
(Paul 2007).

Transformacioén del Fésforo

Los microorganismos del suelo tienen un prdfuefecto sobre las transformaciones implicadas
en un gran numero de ciclddogeoquimicos distintos del C y Kales como el fosforo y el
azufre, y diversos micronutrientes y contaminante N y el P son los elementos que mas a
menudo limitan la productividad biologica. Mientase la principal fuente de N proviene de la
atmosfera, el P es principalmertterivado de la rocdp que restringe sex@mente su tasa de
entrada y lo hace un elemento agotable. En suelos altamente meteorizados, donde el P ya no se
suministra de la materia parental, la deposidiépolvo puede representar la mayor entrada de P
al suelo (Vitousek 2004).

El P en compuestos organicos no esta diremtéendisponible para los organismos porque no
puede ser absorbido en las células en estaafdPara que ocurra la captacion celular, primero
debe ser liberado de la molécula organica aégale su mineralizacion. La etapa final en la
conversion de P organicamente ligado en fosfaioganico se produce a través de la accion de
las enzimas fosfatasas. El grupo de las enzfosdatasas incluye enzimditasas que catalizan

la liberacién de fosfato a partir de fitina y nucleagae liberan fosfato des acidos nucleicos.
Estas enzimas son producidasr hasta el 70-80% de l@oblacién microbiana, incluyendo
bacterias com8acillus megateriumB. subtilis Serratiaspp,Proteusspp.,Arthrobacterspp., y

Streptomycesspp. Una vez que se mineraliza el pyede ser tomado por las plantas,
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inmovilizado por la biomasa microbiana, precipgarcomplejos inorganicos, o ser adsorbido en

las superficies minerales.

Transformacion del Azufre

El dltimo compuesto consideradanflamental para la vida es el &euEn el ciclo del S en los
suelos, también intervienen de forma activa losroairganismos. El ciclo del S es similar al del
N, y a diferencia del P, este elemento sufre transformaciones quimicas mediadas por
microorganismos que conducen a su voladian. Varias reacciones clave del ciclo son
aceleradas, y en ocasiones completamente cafeofaor actividad microbiolégica. La biomasa
microbiana del suelo actia como la fuerza impalstetras de la mineralizacion-inmovilizaciéon
y transformaciones de mbacion-reduccion del S.

El S unido a C se mineraliza atés de diversasad: (1) La mineralizacion aerdbica directa
durante la oxidacion de C como una fuenteedergia; (2) la mineralizacion anaerobica de
materia organica (desulfuracion); (3) la oxideciincompleta de S org&co en compuestos
inorganicos; (4) la oxidacién dibgica de acido sulfhidrico g9); (5) la oxidacién biolégica de
tetrationato a sulfato via sulfuro;) (@ hidrdlisis de laisteina por la cisteimdesulfidrolasa y (7)

la mineralizacion indirecta (enziti@a) cuando ésteres de sulfatm $idrolizados por sulfatasas.

Micronutrientes y elementos traza

Los micronutrientes son los elementos quimicgoe son requeridos pdas plantas y los
microorganismos en cantidades pequefias. Bsto®nutrientes son compantes vitales de las
enzimas u hormonas de crecimiento. Los elemerdaa &senciales para las plantas son el hierro
(Fe), cinc (Zn), manganeso (Mn), cobre (Chgro (B), molibdeno (Mo), y niquel (Ni).

Los microorganismos y los animales superic@sbién requieren cobr(Cu), cobalto (Co),
cromo (Cr), selenio (Se), y estafio (Sn). Otresneintos metalicos, tales como mercurio (Hg),
arsénico (As), plomo (Pb) y cadmio (Cd) nonsesenciales para los organismos, pero se
encuentran en los suelos como contaminantes.

Las concentraciones de elementos como idibess o complejos solubles estan fuertemente
influenciadas por las reacciones abioéticas, tateeo cambios en el estado de oxidacion, la

fijacion a las superficies minerales, formacida complejos con la materia organica, y la
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formacion de minerales insolubles. Los microoigaos son capaces de solubilizar minerales y
cambiar el potencial redox del suelo y el pH. Boranto, la disponibilidad de micronutrientes
para las plantas depende en graadida de la actividad muapiana. En las tablas 1.4 y 1.5
pueden verse algunos ejemplos de reacciongsicps que involucran micronutrientes y cuales

son algunas de las bacterizapaces de realizarlas.

Elemento Reaccion Estrategia Ejemplo
Fe 2Fé'— 2Fé* + 26 E Acidithiobacillus ferrooxidans
Mn Mn%*— Mn*+ 2 E.D Arthrobacter Pseudomonas
Hg He — HP ™+ 2¢ NE Bacillus Pseudomonas

Bacillus Pseudomonas

- 3- -

As AsQy —AsOs™ + 28 D Alcaligenes faecalis

Se Sé'— sd +2¢ E Bacillus, Acidithiobacillus

U U*+ 26 — UB* E Acidithiobacillus ferrooxidans

Tabla 1.4: Reacciones de oxidacion de ndestaen suelos y sedimentos mediadas por
microorganismos y ejemplos de los organismos involucrados. NE: No enzimatica, D:
Detoxificacion y E: Fuente de energia.

Elemento Reaccion Estrategia Ejemplo
+ i + Geobacter, Desulfovibrio
Fe 2F&'+ 26 — 2F€ AR Pseudomonagcidithiobacillus
Mn M + 26— Mn?* AR Geoba_cterShewaneIIa
Desulfovibrig Pseudomonas
+y o~ 0 Pseudomonas$streptomyces
Hg Hg™+ 26— Hg D Bacillus Vibrio, Alcaligenes
i . ) Pseudomonag$lavobacterium
Se Se@" +8e— S¢ AR Citrobacter, Clostridium
+ . + Pseudomonaf\eromonas
Cr CP'+3e—Cr AR, D Clostridium Citrobacter, Bacillus
U US*+ 26 — U™ AR Geobacter metallireducens

Shewanella putrefaciens

Tabla 1.5: Reacciones de reduccion de hestaen suelos y sedentos mediadas por
microorganismos y ejemplos de los organisma®licrados. AR: El elemento es el aceptor
final de electrones en la respiniaa aerdbica yD: Detoxificacion.

26



Introduccién

Aunque la diversidad filogenética de los mmmanismos puede ser mucho mayor que lo que
sabemos hasta ahora, es poabpble que la diversidad metdiba de los microorganismos por
descubrir aumente de manera similar. A pgs&rla oxidacién anaerdbica del metano se postul6
durante mucho tiempo sobre la base de datos biogeoquimicos (Barnes 1976) y consideraciones
tedricas, los microorganismos implicados emtalacién anaerébica del metano no habian sido
descubiertos si no hasta hace unos afest{flus 2002, Kriiger 2003). Del mismo modo, no
hace mucho tiempo que fue descripta la oxidaarerobica del amonio (anammox) con nitrito
como aceptor de electrones en las aguasduales (Mulder 1995y ambientes marinos
(Dalsgaard 2003, Strous 2004).

Otras vias relativamente nuevas &b proceso de corrosion andleica de sulfato por reductores
adjuntos a superficies, capaces de utilizar diraente los electrones de la oxidacion del hierro
elemental a Fe (ll) (Dinh 2004), s oxidacion anaerodbica del hiempor bacterias fototroficas
(Widdel 1993) y reductoras de rito (Straub 1996, Ratering 2001).

Sin embargo, es probable que sip@cas nuevas vias metabdligag son termodinamicamente
factibles se descubran tarde o temprano. Unallds es la oxidacion aerobica de amonio,

posiblemente con Mn (IV) como aceptor de electrones.

El ambiente agricola

Los sistemas de cultivo se caexzan por diferentes métodos m@nejo (con labranza, siembra
directa o labranza cero, con o sin riego, etc.)diferente intensidad (&pacion de plaguicidas,

la frecuencia y dosis de fertilizacion minesalorganica), y por la frecuencia de cultivos
diferentes (duracion de la fase de cultivo cammoporcentaje de la dagion total del ciclo de
cultivo). Esto significa que existe una ammgama de sistemas de cultivo diferentes.

Los sistemas de labranza del suelo se puedsifichr en labranza convencional (labranza con
arado), labranza reducida (también llamada miraboreo) y siembra directa (siembra directa
sin labranza).

La labranza convencional se realiza con un arqde,da vuelta el suelo en una profundidad de
alrededor de 25 a 30 cm. Este sistema de lahraonduce a una mezcldansiva de los suelos
con materia organica y los residuos organicdscdepo (raices, paja, rastrojos, estiércol).
Ademas, la labranza convencional conduce a ectigb control mecénico de malezas, asi como

a un aflojamiento intensivo del suelo. Elimlb efecto mencionado induce un aumento de la
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mineralizacion de la materia organica quexdiece a un aumento dainerales disponibles
(generalmente nitrato). Uno de los problemasggpales en los sistemas convencionales de
labranza es que tienden a aumetdagrosion. Después de arar slaperficie del suelo no esta
cubierta con residuos vegetales y no esta protegida contra la erosion. Para mitigar este efecto
negativo sobre el suelo, la labranza redudidga introducida en los siemas agricolas. La
labranza reducida puede cambiar muchas pdagies fisicas, quimicas y biolégicas del suelo.
Gran numero de estudios de campo se harade a cabo para determinar los efectos de
diferentes préacticas de lamza en la fertilidad del slo (Beyaert 2002ylozafar 2000).

Los sistemas de labranza reducida y siemhmectdi dan lugar a que mas residuos de plantas
cubran y protejan la sugieie del suelo. Por esa razon los siseén que se realiza este tipo de
manejo tienen mejores condiciones para aumentar las poblaciones de kwniricefecto esta
relacionado a los cambios en el contenido daenigs (Ej. potasio yimmdégeno) en el suelo. A
largo plazo se ha traducido en mayor eaido de nitrégeno en el suelo (Yin 2002).

Ademas, existen evidencias que indican un use efigiente de la humedad y mejoras en las
propiedades del suelo relacionadan la siembra directa (Takla6). La siembra directa y el
sistema de labranza reducida permiten un amttamiento mas eficiente de las precipitaciones
en la produccion agricola. Sin embargo, tambiéimassugerido que este tipo de manejo agricola
aumenta la resistencia mecanica del suelo, lo mpede retrasar el desarrollo de raices y
aumentar el estrés hidrico si se presentan cimmgis de sequia al comienzo de la temporada de

crecimiento (Beyaert 2002).

Labranza
Caracteristica
Convencional Reducida
Poblacion de lombrices - +
Erosion + -
Estructura y fertilidad del suelo - +
Infiltracion de agua + -
Evaporacién + -
Contenido de materia organica + -
Infeccion con hongos patdgenos + -
Densidad de malezas - +

Tabla 1.6: Efectos generales de losesisas de labranza ogencional y reducida.
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Un importante efecto no deseado de estos sistemagntra en la poblacion y la densidad de
malezas. La siembra directa y los sistemasgli@nza reducida conducen a un mayor niumero de
especies vegetales de ciclortoo(la mayoria de las especiesnocotiledoneas), asi como
especies de ciclo largo (la mayoria de las @epadicotiledoneas) de f[@blacién de malezas.
En general se puede conclgwe los sistemas de reduccide labranza requieren una mayor

frecuencia en la aplicacion terbicidas (Triplett 2008).

Otro efecto negativo de los sistemas dbrdaza reducida consiste en infecciones con
enfermedades de las plantas corRasarium sp., Pseudocercosporellaherpotrichoides
Gaeumannomycegraminis y Helminthosporiuntritici repens que son importantes patdogenos

en el cultivo de cereales. Estos hongos patégenos sobreviven en los residuos vegetales que
cubren la superficie del suelo. En sistematatdeanza reducida y siembra directa estos residuos

de las plantas, que estan infectados con los hongos, no se incorporan en el suelo. Por esta razér
los agentes patdgenos tienen condiciones #les para su desaltmy reproduccion.

A pesar de los efectos negativos antes mendasados sistemas de labranza reducida estan muy
extendidos y bien aceptados en los cultivos. Bstodebe también al mayor interés en la
reduccion de la labranza y sistemas de labraeza, que es el resultado de la necesidad de

conservar energia, reducir lasion del suelo, y mejorar la rabilidad de las explotaciones.

En la mayoria de las regiones cultivables de todo el mundo, los sistemas se caracterizan por un
solo cultivo y so6lo unaariedad en el mismo campo duraatenismo periodo. Esto ocurre, por
ejemplo, en el cultivo de trigo, cebada, centeatza, linaza, maiz, soja, sorgo, guisante, y cafia

de azucar. Por esta razén, dentle un campo la diversidad de los cultivos es muy baja.
Contrariamente a las plantas cultivadas, con poblaciones homogéneas anuales o bianuales, en lz
naturaleza se encuentran,inpipalmente poblaciones de aptas perennes con una gran
diversidad. Esta situacion de desventaja ecukivo tiene que ser compensada por la rotacion
sistemética de los cultivos éws campos de producciéon. Por esordicion de cultivos es una
herramienta muy importante en el manejo deliaulén tierras agricolagjue puede influir en

los rendimientos, asi como en la calidigdos productos de las plantas cultivadas.

El término "rotacion de cultivosSe define como una rotacion sistematica de los cultivos en el
mismo campo Yy con una duracion iiada en el tiempo. La alternzia de cultivos se lleva a

cabo afio tras afio. Dependiendo de la region, axisteamplia gama de diferentes rotaciones. El
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tipo y diversidad de estas rotaciones de cultivos depende de las condiciones edafolégicas y
climaticas, asi como de los sistemas de aulti¢cnicas y costos. Ldiversificacion de los
sistemas de cultivo trae como consecuencia muefextos en las caracteristicas de los suelos
(fisicos, quimicos, microbioldgicas$obre la dinamica de los natnies, el crecimiento de las
plantas, y en el medio ambienEstos efectos se pudierobservar en distintos experimentos de

campo realizados bajo diferentes clingasondiciones de suelos (Gesch 2005).

La diversificacion de los sistemas de cultpoede dar lugar a mayores rendimientos de los
cultivos influyendo sobre las enfermedades de lastas$, las malezas, la distribucién de la raiz,
la utilizacion de la humedad y disponibildlae los nutrientes (Grant 2002). También puede
alterar el patréon y el grado de eliminacion dé&ieates. Mayores cantidades de residuos de los
cultivos que regresan a la tierra pueden auandatreserva de C organico del suelo y pueden
llevar a un mayor potencial para relciclaje de nutrientes, efecjue se incrementard con el
tiempo (Campbell 2000, Grant 2002). Este efecto sebmontenido de materia organica y el
reciclaje de nutrientes, se puede incrementaranéglia reduccion del sistema de labranza y la
inclusién de leguminosas éarotacion de cultivos.

En los sistemas de rotacién de cultivos tamBi&ive una disminucion en los efectos negativos
producto de la presencia de patdgenos. A difgee en los monocultivos, de una cosecha a la
siguiente permanecen los rastrojos de la misipacés cultivada y con ellos agentes especificos
causantes de enfermedades, que no son elimiyasl®®ncuentran listos para propagarse en la
siguiente generacién. Por lo tapia rotacion de cultivos imgé que estos patdégenos puedan

prosperar al enfrentarse a distintoseesgs a las cuales no pueden infectar.

En resumen, la tendencia actual hacia el agetamde los recursos naturales ha llevado a un
creciente reconocimiento de fsecesidad de modelos alterma8 de agricultura basada en
sélidos principios para sostener la crecienteateda de alimentos con el minimo impacto sobre

el medio ambiente. La Organizacion paraAlanentacién y la Agricultura de las Naciones
Unidas (FAO) (http://www.fao.org/ag/ca) ha establecido un nuevo paradigma en las practicas
sostenibles a través de la apliéacde tres principios de la agultura de conservacion: minima
perturbacion mecanica del suelo, permamewcobertura organica del suelo y rotacion
diversificada de dtivos (Gowing 2008)
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Los microorganismos en el ambiente agricola

Como se indic6 anteriormente, la biodiversiddel los procariotas,upto a su versatilidad
metabdlica es uno de los factores clave que congibayla sostenibilidad de los suelos en los
agroecosistemas. Por lo tanto, es necesario tener en cuenta la biodiversidad de los procariotas
como un parametro importante para evaluar ehstpecoldgico de la agricultura en los suelos.

Como la definicion de especies y grupos erplogariotas es mas arbitraria que ecolégicamente
significativa, no hay una escala fija en la quie épo de estudios de impacto deba llevarse a

cabo.

En raras ocasiones es posible vilac una cierta diversidad depesies con una funcién agricola.
Sin embargo un ejemplo destacado son los rimofsrmadores de nodulos y las leguminosas.
Diferentes especies de este grupo puede@vopar la formacion de nodulos en raices de
diferentes especies de legumiaspy distintas cepas pueden séeréinciadas dentro de una sola
especie d&hizobium Otro ejemplo es el das bacterias oxidantes deonio en los suelos, las
cuales en algunos casos responden con cambiss €iversidad a diferentes condiciones de
manejo agricola (Bruns 1999, Phillips 2000).

Sin embargo, para la mayoria e procariotas del suelo, taleinculos directos entre una

especie o0 grupo y una propiedad agric&serminada no puedser establecidos.

En estudios ecoldgicos, un catalogo de lasrelifies especies en un entorno determinado no
puede ser un objetivo, sino mas bien una herramienta, que ayuda a comprender las interacciones
y dependencias de diferentes organismos enteecsin los parametros ambientales. Para los
organismos superiores (por ejemplo, los miembie$a mesofauna del suelo), una especie o un
grupo taxonomico se puede asociar con cierta éreza a parametros funcionales. Por ejemplo,
ciertos colémbolos mejoran lasb®mposicion de materia organiea la capa de detritos o las
lombrices transportan sustratos organicos sncépas mas profunda del suelo y aumentan el
namero de macroporos. Con los gadotas del suelo, sin embargosltuacion es diferente: En

la mayoria de los casos, los uilas directos entre una espegiana funcidén ecologica no puede
ser establecida. La mayoria s funciones ecoldgicas del smedon realizadas por muchas
especies en diferentes grupdsdenéticos. La degradacién dedelulosa, por ejemplo, es un
proceso importante en el ciaiel carbono, y las bacterias cos tzelulasas se pueden encontrar

en muchos filos (ej. Actinobacteria, Bacteritede Proteobacteria Birmicutes) (Ulrich 1999).
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Esto sucede tambien para las bacterias dégaihtes o fijadoras de nitrogeno (Zehr 2003). Las
bacterias oxidantes de amonio en el sueloesibargo, son probablemente una excepcion. Solo
miembros de dos géneroljtrosomonasy Nitrosospirg ambos pertenecientes al grupo de
Betaproteobacteria, se han encontrado comdaates de amonio en el ecosistema terrestre
(Backman 2003, Prosser 2002), aunque no se descarta que en el futuro se encuentren otros
microorganismos (por ejemplo, de grupos aurcuitivados) también capaces de oxidar amonio

en el suelo.

La diversidad de una comunidad microbian&,casno las funciones dentro de esa comunidad,
afectan la estabilidad y la resiliencia del syédocapacidad del suelo decuperarse después de
una perturbacion (Elliott y Lynch, 1994)). Ni un deamas alto ni mas bajo de diversidad en un
sistema puede decirse que sea mejor o peorersbargo, los cambios en la actividad o la
estructura de la comunidad pueden imfen la calidad del suelo (Collins 1999).

Indicadores biologicos

Desde el comienzo de la década del 80, sedservado una disminucion en la capacidad
productiva de los suelos enas del 10% de laserras cultivadas emodo el mundo, como
resultado de la erosion del suelo, la contation atmosférica, el pastoreo excesivo, la

salinizacion y la destficacion (Bloem 2006).

A pesar de varias propuestaternacionales, entre ellas la publicada p&di Science Society

of America(SSSA), un conjunto definitivo de indicadsr basicos para la evaluacion de la
calidad del suelo todaviao ha sido elaborado. Esto sebéeprincipalmente a la continua
dificultad en definir la calidad del suelo y cormealuarla. En los ultimos afios se han sugerido
muchas definiciones, pero tal vez la que megpresenta el concepto fue dada por Doran y
Parkin (1994): "La capacidad del suelo para aderar con el ecosistema con el fin de mantener
la productividad bioldgica, la ddhd del medio ambiente y promover la salud de animales y
plantas". Esta definicion de cadid de suelo es similar a los ti@#erios esenciales que fueron

identificados por el InstitotRodale (1991), denominados:

* Productividad La capacidad del suelo para auraeta productividad de la planta.
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» Calidad del medio ambientd.a capacidad del suelo paedenuar la contaminacion

ambiental, los patégenos y dafios externos.

* Salud de los organismos vivdsa interrelacion entre la cdkd del suelo y la salud humana,

de los animales y las plantas.

Los pardmetros para la evaluacion de la adlidel suelo se pueden subdividir en fisicos,
quimicos y bioldgicos. Los parametros biol6gibas adquirido una importaiacparticular en la
evaluacion de la calidad del suelo, ya quediagnismos respondan con mayor rapidez que la
mayoria de los parametros quimicos Yy fisicos, a los cambios en el uso del suelo, las condiciones
ambientales o la contaminacionilfGotres 2005). Como se hacHb, los organismos del suelo
juegan un papel crucial en muchos procegoe sustentan la calidad del suelo, como la
descomposicion de materia organica y el ragclde nutrientes, fijacion de nitrégeno y la
formacion de agregados y la estabilizacion. Pt exdn, el tamafio de la biomasa microbiana
del suelo, la respiracion, la na@ralizacion potencial de nitrdgeno, las actividades enzimaticas, la
abundancia de hongos, nematodos y lombrices klanusilizados comonidicadores de calidad

de suelo (Doran 1987, Kennedy 1995, Wall 1999).

La biomasa microbiana se ha utilizado comangicador de cambios inducidos por el manejo

de los suelos (Ludwig 2010, Gosai 2010, Vestberg 2009). Algunos estudios han reportado
diferencias en las respuestas de la biomaseohiana a perturbaciones tales como la labranza.
Kennedy y Smith (Kennedy 1995) encontraronses estudios que los campos con labranza
mostraban mayor diversidad. El aumento de largigtad en el ambiente con perturbacién indica

un cambio en la comunidad microbiana hacia or@yor gama de utidacion de sustratos y

resistencia al estrés (Collins 1999).

Las medidas de calidad de los suelos se haltovingportantes en sistemas de comparacion de
opciones de manejo. Integrados a la evaluacidia dalidad del suelo, estdos estudios de la

comunidad microbiana. A través de los microorgaos se pueden identificar cambios en la
calidad global del suelo antes de que se produntalificaciones en ciertos parametros fisicos y

guimicos que con el tiempo impacten sobre laildka de los cultivos y del suelo (Garbisu
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2011, Cluzeau 2012). Los niveles de actividad, biomasa, y cambios en la comunidad pueden
reflejar la estabilidad de un sistema con respattavel de nutrienteda cantidad de carbono

utilizado, y la estructura general decomunidad y funcién en un suelo.

Dado que la diversidad microbiana de los suafpécolas es fundamental para el mantenimiento
de la formacién del suelo, la elimacién de toxinas, y el ciclde elementos, las medidas de
diversidad se estan volviendo cada vez mas impertamia evaluacion da calidad del suelo.
Ejemplos de rapidos cambios en la estructierda comunidad podrian servir como indicadores
tempranos de cambios en la calididi suelo (Gémez-Sagasti 2012, Schimann 2012).

Sin embargo, la resiliencia del suelo puede diéerente dependiendde la perturbacion.
Procedimientos tales como la labranza puedenaafadia situacion bioldgica general, mientras
que la aplicacién de pesticidadspuede afectar a distintos grudascionales. Por lo que para
establecer una relacion entre la biodiversidadabiana y la resiliencia tlsuelo, debe lograrse

una mayor comprension de los icailores microbianos (Collins 1999).

Si bien la cantidad de grupatofienéticos asociados a determiaadunciones en suelos es mas
una excepcion que una regla y la amplia maydd bacterias encontradas no parecen cumplir
funciones especificas, se ha documentadosguesusceptibles a perbaciones (Lauber 2009,
Rousk 2010, George 2009). Fiertr al 2007 propone que lascherias responden de forma
diferente a la disponibilidad de sustratos sin estar asociadas a grupos filogenéticos acotados. Esta
hipotesis sugiere que no es necesario vinctilagenia con funcidnpara ver diferencias
ecologicas importantes en lasnuanidades frente a perturbacisna las que ehmbiente esta
sometido. El hecho de poder estudiar las comdesiandependientemente ge funcion en el
suelo permite detectar variaoes en las poblaciones que puedstar relacionadas con cambios
en determinadas variables del ambiente. Ensa da los agroecosistemas, estos cambios en las
comunidades pueden ser usados como indicadio&syicos de diferentes manejos agricolas,
aun sin saber con precision ceél o si existe una relacion dita con una funcién fisiologica

determinada en el suelo.
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La agricultura en Argentina

La siembra directa en Argentinalodavia a mediados de los afios 70, el sistema de produccion
predominante en nuestro pais era la labranmaecional. Los primeros experimentos a nivel
locales en siembra directa fueron realizados mbritaliano Marcelo Fagioli, en 1964, en
Pergamino, en la provincia de Buenos AiresoRas ensayos que le siguieron no fueron siempre
exitosos; algunas veces por la invasion de malgzasas por la caida de los rendimientos,
muchos productores perdieron confianza ersiglema y optaron por tanar a la practica
convencional. Los costos eran elevados, la maquinaria adecuada inexistente y los riesgos muy
altos.

La difusion del sistema debid esperar el pdsootros 15 afios, cuando la confluencia de la
generalizacion de los problemas dmsion de suelosn el pais, el aumento de los costos
operativos y la aparicion de herbicidas a menores precios que permitieran un control de malezas
mas efectivo, hicieran de la siembra digeuna tecnologia econémicamente viable.

En Argentina, la rpida expansion del area Is&gmbra directa de 9 millones de hectareas en
1999 hasta 25 millones de hectareas en 2009 simpstrando el creciente interés por esta

tecnologia en la agricultura §fresid-www.aapresid.org.ar) (Fig. 1.4).
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Fig. 1.4: Evolucion de los cultivos bagiembra directa entre los afios 1985 y 2009.
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Buenas practicas agricolas

En las primeras etapas de la siembra diredtnes de los 70 y principios de los 80- las
principales ventajas que se vislumbraban estaban relacionadas a la proteccion del suelo de los
efectos erosivos, tanto del viemtomo del agua. La presencia @detrojos se convertia en un

freno a la erosién y permitia tener mas agua disponible para los cultivos.

Menor evaporacion, sumado a menores pérdidas por escorrentia, y mayor infiltracion daban
como resultado una mayor disponibilidad del reclirsitante, el agua. De a poco, la rotacion se

fue ajustando a esta nueva ofaabiental, los pisos de rindalseron, y la prodctividad total

crecio; impacto que fue mas notorio en zonas con ciertas limitaciones (suelos mas sueltos de
clima sub-himedo y semiarido).

En periodos posteriores, el ejg@gpmico, pasa de la econondel agua a la del carbono y la
materia organica, poniendo énfasis en su pvasgm e incremento. Todsllo, sin descuidar la
nutricion, ya no solo con la fertilizacidon estratégsino también con la incorporacion de cultivos

de cobertura de leguminosas, como “socios sstofppara incorporar mediante la fijacion
biologica nitrégeno en los suelos.

En el afio 2003 se definié el concepto de Budhasticas Agricolas (BP$) en el comité de
agricultura de la FAO como précticas que sgpan de la sostenibilidad ambiental, econdémica y
social de los procesos agropagas, y resultan en alimentggproductos agricolas seguros y de
calidad (FAO-COAG 2003). El cmepto de BPAs puede servir como una herramienta de
referencia para decidir, en cada paso del proceso de produccion, en las préacticas y/o en los
resultados, qué es ambientalmente sostenible y socialmente aceptable. La implementacién de las
BPAs por lo tanto, puede contribwirla agricultura sustentable yddsarrollo rural. A partir de

su creacionLa Asociacion Argentina de Productorea Siembra Directa (Aapresid) —Una
organizacion no gubernamental sin fines ldero, integrada por unaed de productores
agropecuarios— sugiere que es en este punto derulantea el nuevo desaffegistrar todo este
conjunto de BPAs, midiendo en simultdneo indar@s de suelo que permitan dimensionar el
impacto de las decisiones de manejo. Pesto, Aapresid proponeertificar el proceso

productivo en siembra directa a traves de la Agricultura Certificada.
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Agricultura Certificada

La Agricultura Certificada (AC) es un sistemagisstion de calidad de los procesos productivos

en un sistema de Siembra Directa. Ha sidgefihido para mejorar la gestion empresarial y
optimizar la eficiencia en el uso de los nsos, teniendo como resultado mayor productividad,

en el marco de un sistema ambiental y energéticamente sustentable.

En si misma, la AC consta de dos elementos constitutivos basicos: un manual de Buenas
Practicas Agricolas (BPAs); y ungbocolo de uso, medicion y registde indicadars de gestion
ambiental, con foco en el recurso suelo. Aaprssigresenta como el organismo encargado de
mantener vigente y actualizado el protocolo adgtificacion y la medicién de indicadores,
tomando de la ciencia y la experiencia losrees que ocurran en este sentido (Aapresid-

www.aapresid.org.ar).

De los dos elementos que establecen el cont&sioo de AC, el primero, las BPAs, constituye
una serie de practicas y manejos del sueloagumtan hacia una producciéon sustentable y de
alto rendimiento productivo, a l&ez que garantizan un manterento adecuado y a largo plazo

de la calidad del suelo. Aapresid definiéo aB&As con seis puntos anr en consideracion:

Siembra Directa

Rotacion de Cultivos

Manejo Integrado de Malezas, enfermedades, insectos y otras plagas
Manejo eficiente y responsable de agroquimicos

Nutricién estratégica

SR o

Gestion de la Informacion Ganadera

El segundo punto de importanciaarconcepto de AC es lalagacion de distitas herramientas

y conocimientos para una efinie evaluacion y gestion del resa suelo. Al igual que en el

resto del mundo, y como se menciond anteriorejamo de los problemas principales a la hora

de generar estrategias de manejo del suelo es determinar su calidad y resiliencia. Para esto la
utilizacién de factores indicades de calidad del suelo que ctactgonen con las BPASs se vuelve

un punto fundamental.

Actualmente Aapresid dispone de distintos indicagldfsicos y quimicos, pero el tercer factor

de importancia, el biolégico, aun no esta definido. Esto se debe, principalmente a que existe poca
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informacion o muchas veces contradictoria de cuales podrian ser estos indicadores y cual es su
capacidad de identificar los distintos masejyg predecir alteraciones que afecten la

productividad del suelo (Alvarez 2006).

El consorcio BIOSPAS

Frente a la problematica planteada y a la neadsi® desarrollar hermmaentas de aplicacion a
escala regional a través del estudio particulalodesuelos de la principal zona productora de
granos en la Argentina, se crea en el 20Q@Jecto Biologia del Suelos y Produccion Agraria
Sustentable (BIOSPAS). El consorcio esta fatmpor 12 grupos de investigacion de diferentes
universidades o institutos del pais, la asociagigpresid y dos compafiias privadas. El objetivo
principal del BIOSPAS es utilizam enfoque sistémico para entend@mno funciona el suelo en

el sistema de siembra directa. Esto significa abtema descripcion polifas de la diversidad
biolégica del suelo, comparando tres situaciones de manejo en diferentes ambientes. Este
abordaje incluye datos generados medigatedmica, metagendmica y otras metodologias.

El desafio de este proyecto es desarrali@nocimiento y herramientas que nos permitan
comprender mejor el sistema del suelo y encotdrenanera de enfocar ese conocimiento hacia
una gestidbn mas sensible y eficaz en las practigasolas. Para lograste objetivo, con los
recursos y conocimientos actes| se utilizan enfoques muystintos para cubrir todos los
aspectos biologicos posibles y las funciones biodguasnilel suelo, a través de diferentes analisis
realizados por todos l@gupos participantes, sobre los misns@®s y muestras de suelo (Wall
2011).
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Objetivos especificos

Para la realizacion de este trabls objetivos propuestos fueron:

1. Estudiar la composicién de las comunidadebacterianas en suelos naturales y bajo
distintos sistemas de siembra directa, ltdendo uso de diferentes herramientas

moleculares.

2. Analizar los efectos de la distribuciongeografica, los distintos manejos agricolas y

las diferencias temporales en las comunidades.

3. Identificar y proponer el uso de indicadores biol6gicos capaces de diferenciar entre

distintos sistemas de manejo agricola.
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Descripcién de los Sitios y Muestreo

El muestreo de los distintos suelos se llawwabo en consenso con los productores y los demas
grupos que componen el BIOSPAS. Se selecaiondriocalidades representativas a lo largo de
una linea este-oeste en la zona agricuols productiva de la Argentina (Fig. 3.1). Las
localidades seleccionadas fueron: Bengoleard@ba. 33° 01’ 31" S63° 37’ 53" O), Monte
Buey (Cordoba. 32° 58’ 14" S; 62° 27’ 06” O) r@amino (Buenos Aires. 33° 56’ 36” S; 60° 33’
57" O) y Viale (Entre Rios. 3B2’' 59,6” S; 59° 40’ 07" O).

A lo largo de dos afios se tomaron nites en invierno y verano. Los muestreos

correspondieron a Agosto 2009, Febrero 2010, Septiembre 2010 y Febrero 2011.

o COrd0ba SANTA FE ENTRE
~ Rios
Parana
CORDOBA O
Viale
Monte Bue Rosario
Bengolea
Pergamino
Buenos Aires
100 Km
| I BUENOS AIRES

Fig. 3.1: Mapa con la ubicacién de los cuatro sitios de muestreo. Bengolea (Cérdoba), Monte
Buey (Cdérdoba), Pergamino (Buenos Aires) y Viale (Entre Rios).

En cada una de las localidadest@maron muestras de 2 margejgricolas contrastantes y un
control de campos no cultivados, cada uno por triplicado (submuestras) (Fig. 3.2). Los distintos
manejos (tratamientos) se definieron segun lagcteristicas de las practicas agricolas que se

llevan a cabo en ellos:
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1- Ambiente Natural NA): Ambiente natural con minima actividad antropica, ej:
reserva natural, sectores “saniogi que se cormsvan en algunos
establecimientos, montes, sectores deyes. Estas areas no han sido cultivadas
ni trabajadas al menos por 40 afos.

2- Malas Practicas Agricolas en Siembra Dired#P). Campos manejados en
siembra directa, con monocultivo o nima rotacion de cultivos y escasa
reposicion de nutrientes. Estos suelosa@acterizan por pasar gran parte del afio
sin ningun tipo de cobertura vegetal.

3- Buenas Préacticas AgricolaBR): Manejo permanente en sistema de siembra
directa contemplando rotacion intensiviartilizacion de reposicion, manejo
integral de plagas, malezas y enfermegacton cultivos de cobertura en las

etapas del afio donde no se produce.

SITIOS Bengolea Monte Buey Pergamino Viale

AN

TRATAMIENTOS BP MP| | BP MP| | BP NA BP

VANGVANGVAN

Fig. 3.2: Disefio experimental. Consiste en tregamientos (NA, MP y BP) para los cuales se
tomaron tres submuestras (1, 2 y 3). Cada grdpotratamientos sencuentra repetido en
cuatro localidades distintas (sitios). NA: Area Natural, MP: Malas Préacticas Agricolas y BP:
Buenas Practicas Agricolas.

Dentro de cada tratamiento definido (Fig. 38)muestrearon tres zonas separadas al menos por
una distancia de 100 m. La radblogia empleada para el muestreo consistio en tomar entre 16 y
20 nucleos de suelo de la capgexficial (fraccion 0t0 cm de profundidad) separados al menos

por dos metros unos de otrosspliestos en forma de cuadricula. Los ndcleos se combinaron y

homogeneizaron en el campo para obtener uita imuestra compuesta. Durante el periodo de

41



katehEtodos

muestreo y traslado, las muestras fueron almaesna frio y posteriormente congeladas a -20°

C en el laboratorio hasta el momento de su analisis.

: x 1 100 m 100 m

: rea ;

E / Natural / 5 — > / / / /
' Submuestra 1 Submuestra 2 Submuestra 3

2

Malas , L2m
g Practicas EIO O O O
i i 10000

= O O O O

E Buenas §
/Practicas/g O O O O

! ' Nucleos de suelo de la
-------------------------------- capa 0-10 cm de profundidad

O O O O

Fig. 3.3: Metodologia empleada para el muestdessuelos. En los cuatro sitios se tomaron
muestras de los tres manejoeywiamente definidos. En la figuise muestra el procedimiento
realizado en cada localidad. Para cada tratamiestomuestrearon tres sectores separados al
menos por 100m (Flecha 1). Cada uno de estotores esta repres&mo por una submuestra
formada por la combinacién de entre 16 a 20 nucleos de suelo (Flecha 2).

Extracciéon de ADN

Para la extraccion del ADN total del suelog#izO0 un método de extraccion directa. Esta
metodologia tiene la ventaja de qelenaterial genético obtato no depende de un paso previo
para separar los microorganismos de la maleizsuelo (Feinstei@009, Frostegard 1999). Por

otro lado, la utilizacion déits comerciales especificamente disefiados para esta tarea aporta
mayor reproducibilidad y estandarizaci@asicamente, la mayoria de eskds se basan en dos
etapas: Primero, una ruptura mecénica-quimicaladecélulas en el suelo, y después la

purificacion y elusion del ADMon columnas de afinidad.
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Aproximadamente 50g de cada muestra fueron tamizados con una malla de 2mm para disgregar
completamente el suelo y eliminar raices y restos de plantas. Todo el procedimiento se realizé
manteniendo una temperatura no superior a Bata las extracciones de ADN se tomaron 0,59

de cada una de las tresliégs para cada muestra.

Para realizar las extracciones se partidlake muestras congeladas a -20°C, previamente
tamizadas y homogeneizadas. Para las extracciones de ADN de las muestras se compararon
distintoskits disefiados especificamerpara tal fin: 1JFastDNA Spin Kit for Soi{MP-Bio), 2)
UltraClean Soil DNA IsolatiofMO-BIO), 3) PowerSoil DNA IsolatiofMO-BIO). Con los tres

kits probados se obtuvo ADN de suficiente tamafio y pureza para poder ser amplificado mediante
PCR, mientras que en cuanto al rendimiento obtenidkit elie MP-Bio fue mayor (Fig. 3.4).
Teniendo en cuenta estos dos aspectos deciditiiaar el kit FastDNA Spin Kit for Soil (MP-

Bio). Debido a que muchas veces las extracsiahe acidos nucleicodel suelo co-extraen
compuestos que pueden ser inhibitorios errdacciones enzimaticag. @cidos humicos) (Zhou

1996, Kakirde 2010), se realiz6 un paso adial de purificacion durante la extraccion,
utilizando polivinilpirrolidona PVPPEste compuesto tiene la cajukaa de retener compuestos
hamicos y disminuir la cantidad de contaminarga la elusion final d&DN. El ADN se eluy6

con buffer Tris 10 mM y se congel620°C para su posterior utilizacion.

g MBpw MBult Q-Bio
L-Hind Il [ > ST T

23130 ph m—— u
—
2027ph m———

Fig. 3.4: Comparacién de las extraccionesAl2N con los distintos kits probados. MBpw: Mo-
Bio powerSoil DNA Kit. MBult: Mo-Bio Ultraléan Soil DNA Kit. Q-Bio: Q-Biogene FastDNA
SPIN for Soil Kit. 1 y 2: Réplis de la misma muestra de sudl-Hind Ill: Marcador de peso
molecular. Gel de agarosa 1%. 5ul por calle.
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Pirosecuenciacion

Para el experimento de pirosecuenciacion Bearbn las muestras o@spondientes a los tres
tratamientos en cada uno de los sitios tomatlmante el muestreo de Agosto 2009. El paso
inicial del experimento consistén realizar una amplificaciomediante PCR del gen del ARNr
16S en cada una de las muestiagizando los oligonucledtidoaniversales para el dominio
bacteria 27F y 518R (Tabla 3.1) que generarragmento de aproximadamente 500 pb. Cada
reaccion de PCR de 50 pl coritef,3 uM de cada oligonucleddi, 0,2 mM de dNTPs, 1 mM de
MgSQy, 1 unidad de Platinum Pfx DNA polymerasevi{trogen), 25 ul de buffer de reaccion 2X
y 15 ng de ADN de la muestra de suelo.

Debido a que cada una de las muestras incl@gestibmuestras, printese amplificaron cada
una de ellas y las tres repetices se combinaron y purificaron gieles de agarosdilizando el

kit lllustra GFX™ PCR DNA andel Band Purification Kit (GE) para finalmente tener una sola
mezcla de los productos de PCR por cada muestra.

Una de las caracteristicas de la pirosecuenciasdgque permite analizar distintas muestras en
un solo ensayo. Para esto el ADN amplificaléo cada muestra debe estar marcado con una
secuencia artificial Unica que después deeleusnciacion permita asociarlo con la muestra
correspondiente. Para realizesta marcacion los oligonucleditis utilizados durante la PCR
fueron disefiados con una secueni@dOpb en su extremo 5’ quediferente para cada muestra
(Tabla 3.1).

La pirosecuenciacion fue realizada por el séovite Genome Projedivision Macrogen Inc.
(Republica de Corea) con el sista GS FLX Titanium (ROCHE).

Anéalisis bioinformatico de las secuencias

Los archivos conteniendo las secuencias obasn@h la pirosecuenciacion fueron descargados
de la base de datos deelmpresa encargada del servicio.

Previo a comenzar con los andlisis el archivateniendo todas las secuencias fue procesado
para separar las secuencias en las 12 muestrasspondientes (12dmivos del tipo FASTA),
detectar y eliminar los oligonle®tidos de la PCR en cadacsiencia, y todaaquellas que

tuviesen menos de 300 pb de largo y/o homopmitis iguales o mayores a 8 pb. Para esto, y
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para todos los analisis postedsrde las secuencjase utilizd el protama Mothur (Schloss
2009).

El andlisis de los archivo®iteniendo las secuencias ya liagpy de al menos 300 pb comenzo
con un alineamiento utilizando como referenciddae de datos SILVA para bacterias (Pruesse
2007). Se utilizé el método de alineamienteedleman-Wunsch (Wilbur 1983). Una vez que se
tuvieron las secuencias alineadas, se elimmdos extremos para que todas comiencen y

terminen en la misma posicion. Aquellas secuertui@sposeian entre 1 y 3 pb de diferencia con

otras fueron consideradas iguales (diferentiasores al 1% pasecuencias de 300 pb).

Oligonucle6tido 27F (5'- 3')

Oligonucleotido 518R (5'- 3")

1 ACACGACT-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG ACACGACT-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
2 ACAGTCAC-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG ACAGTCAC-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
3 AGACGTCT-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG AGACGTCT-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
4 AGTCACTG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG AGTCACTG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
5 ATCGTACG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG ATCGTACG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
6 CACATGTG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG CACATGTG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
7 CAGTAGTC-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG CAGTAGTC-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
8 CATGCTAG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG CATGCTAG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
9 CGATATCG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG CGATATCG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
10 CGTACGAT-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG CGTACGAT-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
11 GACACTGT-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG GACACTGT-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG
12 GAGTACAG-AC- GAGTTTGATCMTGGCTCAG GAGTACAG-AC- WTTACCGCGGCTGCTGG

Tabla 3.1: Oligonucledtidos uilados para la pirosecuenciacién. Cada uno de los pares de
cebadores utilizados endal2 muestras distintas poseenisma secuencia de identificacion
(resaltada en negrita) delante dedacuencia de cada oligonucleétido.

Posteriormente se detectaron posibles quisnenadiante el programa acoplado a Mothur
denominado Chimera Uchime. Todas las quimeras detectadas fueron eliminadas. Esto eliminé
alrededor del 15% de las secuasctotales. Con las secuencias alineadas y libres de posibles
quimeras, se calcularon las distanciasnégieas para generar unidades taxondomicas
operacionales (OTUs) utilizando valores de clasificacién que consideran desde secuencias unicas
hasta valores de similitud del 97% (considerado el valor clasificatorio a nivel de especie). Las
distancias fueron calcadias con el método di@rthest neighbofen este caso para las secuencias
agrupadas al 97%: Todas las secuencias dentio @FU son como maximo 3% distintas de las

otras secuencias dentro de ese mismo OTU) (Schloss 2005).
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A partir de las secuencias clasificadas en O3&Jsonstruyeron curvas de rarefaccion utilizando
el método de re-muestreo sin reemplazo. Tamioiéron calculados los indices de diversidad de
Shannon mediante curvas colectoras que peamndgédber como cambia el valor del indice a
medida que aumenta el nUme®individuos en la muestra.

Para los andlisis de comparacion entre muesteasitilizé un clustede disimilaridad (1-
similaridad) generado con algoritmo UPGMA utilizando ladistancia de Bray-Curtis entre

muestras. Este andlisis se hizo para valores de agrupamientos en OTUs al 97% de similitud.

Luego del procesamiento y los analisis de lasesezias con el programa Mothur se clasificaron
taxonomicamente utilizando la herramienta Cfasside Ribosomal Database Project (RDP)
(Cole 2009). Esto permitié asignar a cada secuencia una clasificacion taxonémica, con un valor
minimo de confiabilidad calculado por bootstrap del 80% (Wang 2007) para cada nivel

taxonémico.

Con esta clasificacion se separaron las setagen grupos taxondmicos y se generaron nuevos
archivos para cada sitio y trateemto conteniendo sollas secuencias especificas de cada taxén
(12 archivos por cada grupo). £ grupos seleccionados fuerditinobacteria, Acidobacteria,
Alfaproteobacteria, Betaproteatiaria, Gammaproteobacteria yricutes. Los nuevos archivos
de secuencias generados fueamralizados de la misma forng@e se describié anteriormente

para todo el conjuntde secuencias.

Construccion de los Arboles filogenéticos

Para la construccion de los ddmse utilizaron secuencias afitkas de la pirosecuenciacion y
secuencias depositadas en la base de datB®Be(Cole 2009). Antes de construir los arboles,

las secuencias se alinearotiizando el programa ClustdVv (Thomson 1994). Después del
alineamiento las secuencias con menos de 450 pb fueron eliminadas y los extremos de las
restantes se recortaron para qodas abarquen la misma regidtara la construccion de los
arboles se utilizé el programa MEGA vénsi4 (Tamura 2007) con el método de Neighbor-

Joining (Saitou 1987) con un tek bootstrap con 1.000 repeticiones.
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Cuantificacion de bacterias por PCR en tiempo real (QPCR)

Para la implementacién de esta técnica el pripasp fue la puesta a punto de las condiciones de
PCR para cada par de oligonucidos utilizado. La efectividade los cebadores se determind
utilizando ADN extraido del suelo para amgili el gen 16S del ARN ribosomal (ARNr) segun
las condiciones sugeriglgpor la bibliografia de donde sbtuvieron dichos oligonucleétidos
(Tabla 3.2).

Grupo Nombre Secuencia 5'-3V Referencia
Bacteria Total Eub338  ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Fierer 2005
Bacteria Total Eub518 ATTACCGCGGCTGCTGG Fierer 2005
Bacteria Total E786Fdb  GATTAGADACCCBGGTAG Modif. de Cologhoun 1997

en Baker 2003

Bacteria Total E1115R AGGGTTGCGCTCGTTG Reysenbach and Pace 1995
Alpha Proteobacteri@ Alf685 ~ TCTACGRATTTCACCYCTAC Fierer 2005
Beta Proteobacteria Bet680 TCACTGCTACACGYG Fierer 2005
Actinobacteria Actino235 ~ CGCGGCCTATCAGCTTGTTG Fierer 2005
Firmicutes Lgc353 GCAGTAGGGAATCTTCCG Fierer 2005
Planctomycetes PIN930R CTCCACCGCTTGTGTGA Blackwood 2005
Bacteroidetes Cfb319 GTACTGAGACACGGACCA Fierer 2005
Acidobacteria Acid31 GATCCTGGCTCAGAATC Fierer 2005
Gemmatimonadetes Gem440  TTCGGRKTGTAAACCACTGT Philiipot 2009
Verrucomicrobia Verr349 GYGGCASCAGKCGMGAAW Phillipot 2009
Chloroflexi GNSB941R  AAACCACACGCTCCGCT Gich 2001
Xanthomonadaceae Xan878F CTAACGCGTTAAGTTCGC Este trabajo
Acidobacteria Gp1 GplAc 650R  TTTCGCCACAGGTGTTCC Este trabajo

Subgrupo Acidobacteria Gpl SubGp1-143F CGCATAACATCGCGAGGG Este trabajo

Rubellimicrobium RUb290F  GAGAGGATGATCAGCAAC Este trabajo

Rubellimicrobium Rub547R  CGCGCTTTACGCCCAGTC Este trabajo

Tabla 3.2: Oligonucledtidos utdados en las reacciones de RQOligonucledtidos universales
para bacteria y especificqmra los distintos grupo$’"R: Go A, Y: ToC,K:Go T, S: G o C,
M:AoC, W:AoT,B:G, ToCyD: G, Ao %. También amplifica algunos Delta y
Fusobacteria.
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En aquellos casos donde se probaron nuevasicaonnes de cebadores, muestras del mismo
ADN se amplificaron mediante PCR con gradientdeteperatura, con el fin de determinar la

temperatura Optima de apareamiento a la auglificar. Los cebadores y las combinaciones
probadas que no produjeron una Unica bandaamehfio esperado no fueron utilizados para

ninguno de los andlisis.

Para la cuantificacion del numero de copiak gen se utilizé la técnica de medicion del
incremento de fluorescencia del fluorosfd8YR Green Il unido aADN de doble cadena
generado durante la amplifigan (Dorak 2007). Las reacciandueron llevadas a cabo en un
equipo para PCR en tiempo real DNA Engeticon 2 System (MJ Research, USA).

Cada reaccion consistio de un volumen fina2deil conteniendo 10 pl de SYBR green Master
Mix 2X (Applied Biosystems, UK), 0,5 uM d=ada oligonucleotido, 0,25 pug/pl de BSAy 10 ng
de ADN de la muestra.

La cuantificacion absoluta del nimero de copiesgen se realiz6 comparando los valores de
fluorescencia con una curva de estandares genarpdeir de diluciones seriadas (1:10) de un
namero conocido de copias del mismo genm@eestandar se utilizaron productos de PCR
purificados o plasmidos con $&cuencia del gen insertada.

Para generar las curvas de estandares utilizadas durante la cuantificacion absoluta del nimero de
copias del gen debieron constreitsbliotecas de clones para aatho de los pares de cebadores
utilizados. Los productos de PCR obtenidos denialificacion con cada par de cebadores de las
muestras de suelo fueron purificados ydige a un vector de 3000 GpGEM-T Easy Vector.
Promega) para transformar células Ekrherichia coliDH5« con el fin de obtener bacterias
aisladas portando plasmidos con el insertoespondiente a cada grupopArtir de clones dE.

coli transformadas con el plasmido portando la eecia especifica del gen de ARNr 16S se
realizaron extracciones del ADN plasmidicougbel 2004), se purifico, se linealizé con
encimas de restriccion y se cuantific6 naedé absorbancia a 260 nm (NanoDrop. Thermo
Scientific). El numero de copias del estdngaro se calculé a partiel tamafio del vector
portando el inserto y la concentracion de ADNasolucién. A partir deste ADN se realizaron
diluciones seriadas de 1:10 paomstruir las curvas dmlibracion de la gPCR. La cuantificacion
del numero de copias del gen ARNr 16S parddrenes especificos se calcul6 como la relacion

entre las copias especificas con el total deasopbtenidas con los cebadores universales para
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bacteria. Esta relacion ademasiéida ventaja de que al utdiise la misma solucion de ADN de
la muestra para realizar ambas cuantificagorse elimina cualquier variacion que pudiese
existir producto de la dilucion del ADN. Las cuantificaciones de cada muestra se realizaron por

triplicado a partir déres submuestras.

La mayoria de los oligonucledts disefiados previamente a esédajo por otros grupos de
investigacion fueron utiliziéos segun las combinaciones yndiciones sugeridas en la
bibliografia (Tabla 3.3).

Grupo CebadorF CebadorR Largo (pb) Condiciones para la amplificacion
) 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 53°
_ 1 ciclo de 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por
) 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 60°
Beta Proteobacteria ~ Eub338 Bet680 360 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
. ) . 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 60°
Actinobacteria Actino235 Eub518 250 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
o 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 60°
Firmicutes Lgc353 Eub518 180 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 56°
Planctomycetes E786Fdb PIn930R 150 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
. 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 58°
Bacteroidetes Cfh319 Eub518 220 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
) ] ) 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 50°
Acidobacteria Acid31 Eub518 500 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
_ 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 60°
Gemmatimonadetes ~ Gem440 Eub518 100 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
) ] 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 62°
Verrucomicrobia Verr349 Eub518 150 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
) GNSB941 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 56°
Chloroflexi E786Fdb R 200 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 61°
Xanthomonadaceae = Xan878F E1115R 400 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
. SubGp1l- GplAc 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 59°
Subgrupo Acid Gpl 143,? G%OR 550 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.
o ) 94° C, 10 min. 35 ciclos de 94° C por 30 seg., 59°
Rubellimicrobium Rub290F Rub547R 280 C por 20 seg. y 72° C por 30 seg.

Tabla 3.3: Combinaciones de cebadores y coodes de la PCR dizadas para cuantificar
mediante gPCR el nimero de copias del genrARIS de bacterias totales y grupo taxonémicos
especificos.
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En el caso de los grupos Pittmmycetes y Chloroflexi se mdidid el cebador universal para
bacteria E786F (GATTAGATECCTGGTAG) introduciendo doglegeneraciones en su
secuencia (Tabla 3.2) para aumentar el emdmde secuencias blanco. Esto permitié un
incremento en el nimero de secuencias blalec®l,5% a 86,9% para bacterias totales, de 9,5%
a 79,4% para Chloroflexi y de 7,1% a 91,2% pgélectomycetes. Estos valores son de acuerdo a
analisisin silito utilizando la herramienta ProbeMatgtiodas las secuencias mayores a 1200 pb
gue se encuentran en la basedatos de RDP (Cole 2009).

Nuevos oligonucleotidos disefiados

Debido a que para muchos de los grupos queesesitd cuantificar no existian cebadores
disponibles en la bibliografia o bases de dagyecializadas, fue necesario disefiar y sintetizar
nuevos oligonucleotidos. Para el grupo cgpondiente a la familia Xanthomonadaceae
perteneciente a la clase Gammaproteobacter@iss80 un nuevo oligonucledtido a partir de las
secuencias conocidas de este grupo dispondresa base de datos de RDP. Utilizando el
programa PRIMEROSE (Ashelford 2002) se iifezaron para esta familia los posibles
oligonucledtidos especificos que puedan sedasaen ensayos de PCR. Posteriormente se
seleccionaron los oligonucleétidos que clierpn con los requisitos necesarios para los
experimentos (ej. largo y tamafio del produde PCR generado en combinacion con otros
cebadores). Para los oligonucleotidos selecdiosiase determind la especificidad por las
secuencias blanco utilizando lzase de datos de RDP y la herramienta ProbeMatch. Se
selecciond el oligonucleédtido capaz de unirsenayor nimero de secuencias dentro del grupo
(94,5%) y al menor nimero posible de secumndistintas de la familia Xanthomonadaceae.

Se determinaron mediante PCR con gradiatdetemperatura las mejores condiciones de
amplificacion para este oligonucleétido en combinacién con otros dos cebadores universales para
el dominio bacteria que permiten generarftagmento de aproximadamente 250 pb para ser
utilizado en ensayos de qPCRafla 3.3) y uno de entre 600-700gdra utilizarposteriormente

en experimentos de DGGE (ver mas adelante).
Para los oligonucle6tidos que tienen como blalasobacterias de la clase Acidobacteria Gpl,

uno de los cebadores fue disefiado paraliboap todas las bacterias del Grupo 1 de

Acidobacteria. El oligonucleotido seleccionasdenomind GplAc650R y segun las pruébas
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silico utilizando las bases de datos para el gBNr 16S (RDP) es capaz de unirse al 91,3% de
las secuencias del grupo. Para lograr la eBpieeid de la PCR paral grupo indicador, se
disefid6 un segundo oligonucleétido (denomin&idbGpl-143F) mucho mas especifico y
restringido sélo a las 100 secuencias que foredagrupo indicador. Este cebador es capas de
aparearse con el 99% detabde secuencias del grupo.

Para el grupo compuesto por el géndrubellimicrobium tratdndose de un grupo
filogenéticamente bien definido sgilizaron las secuencias ginibles en las bases de datos
(RDP) para disefiar oligonucledtisl capaces de amplificar lagcuencias de estas bacterias
selectivamente. Los dos cebadores disefiéRos290F y Rub547R) esombinacion poseen una
especificidad por el género del 99,2%. El procedimiento de disefio, prueba y puesta a punto de
las condiciones para la PCRefel mismo que el empleado pdaafamilia Xanthomonadaceae.

Para estos dos grupos se méifion combinaciones de ambos adtres especificos como se
detalla en la Tabla 3.3.

Andlisis estadistico de los resultados de gPCR

El efecto de los sitios, tratami®s y estaciones del afio sobra@inero de copias del gen ARNr
16S de bacterias totales (expresadmo copias x gramos de su8ly de grupos especificos
(porcentaje de copias del grupo con respectotall de bacterias) se alizo utilizando modelos
lineales mixtos (Zuur et al. 2009). Los efecfijgs considerados en el modelo fueron sitio,
tratamiento, estacion y sus interacciones, masntjue en los efectos aleatorios se incluyeron
jerarquicamente los factores afo, lote y submaeSe verificaron los puestos de homocedacia
y normalidad de residuos, modelando la hetedasticidad y/o transformando logaritmicamente
los datos en aquellos casos en que fue necesario. En todos los casos se compararon los modelo
ajustados, seleccionando el mas parsimoniosacderdo al valor indickr AIC del programa
estadistico. Se realizaron comparaciones multgié® medias del tipo LSD Fisher con un valor
de alfa=0,05 cuando se observaron diferenciasfisigtivas. En los casos donde se encontraron
efectos de interaccion entre lagighles, las diferencias entre esfras se analizaron mediante
contrastes entre pares de medias con valbeesignificancia de p<0,05. Todos los analisis se
realizaron utilizando el programa estadisticfoStat version 2011 (Di Rienzo 2011).
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DGGE

Para el andlisis se utilizé la técnica de PCR-DGGE anidadotéestiaa consiste en amplificar
primero con los cebadores especificos pamgrgbo seleccionado el gen ARNr 16S, segun las
condiciones de la tabla 3.3y después a partir del quucto de PCR obtenido con
oligonucledtidos universales para bacteria que poseen lafgaoidines especificas para DGGE
(341GC y Eub518) (Loisel, 2006). Las condiciodesla segunda PCR fuer las siguientes: 1
ciclo de 94° C, por 5 min.; 30 ciclos de 949or 30 seg., 55° C por 30 seg. y 72° C por 30 seg.;

y una extension final a 72° C por 5 min.

Los fragmentos de aproximadamente 200 pb gelos en la segunda PCR se separaron en un
gel de acrilamida 8% con un gradiente crecieetnaturalizante de urea/formamida entre 35% y
65% de agente desnaturalizante. La electroforési gel se hizo en buffer TAE en una cuba

vertical (CBS Scientific Congny) con control de temperatura por 18 horas a 65V y 60° C.

Para los DGGE de Xanthomonadaceae, debido a que por su ubicacion no podian ser utilizados
los cebadores 341GC y Eub518, se utilizé la combinacion de oligonucleétidos Xan878 y 1509
que generan un fragmento de aproximadamentepBO@ partir de la primer PCR. Para la
segunda PCR anidada se utilizaron los cebadi846C-1378 universales nabacteria con las
respectivas modificaciones para DGGE queegan un fragmento de aproximadamente 400 pb.
Las condiciones de la primer P@Bnsistieron en: 94° C, por 5mii 25 ciclos d&©4° C por 30

seg., 54° C por 30 seg. y 72° C (@&fr seg.; y una extension fire 72° C por 5 min. Mientras

gue para la segunda PCR fuer®a? C, por 5 min.; 30 ciclos d#° C por 30 seg., 56° C por 20

seg. y 72° C por 45 seg.; y unaension final a 72° C de 5 min. Para las condiciones de la
electroforesis se utilizé un gde acrilamida 8% con un gradiente desnaturalizante entre 45 y
65% por un periodo de 18 horas a 100V y 60° C.

Después de la electroforesis, los geles fuéediidos en una solucién de buffer TAE y SYBR
Gold (Invitrogen) durante 45 miren agitacion suave y luegovidos con agua destilada por
15min.

Para su documentacion, fotos de los gdéleson tomadas en un transiluminador (G:BOX,
Syngene) con luz UV y almacenadas en forntitgara su posterior analisis.
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Analisis de los resultados de DGGE

Para el procesamiento de las imageneslade geles realizados, se utilizé el programa
GELCOMPAR (Applied Maths, Belgium). Las &genes se cargaron al programa y se
determind la posicion e intensidad de landas. La informacion del patrén de bandas
caracteristico de cada muestra esdrajo en formato de matride datos, donde figura la

intensidad y posicion para todas tesdas con respecto al largo del gel.

A partir del patrén de bandagnerado en el DGGE se congran las muestras teniendo en
cuenta la posicion e intensiddé cada banda. La posicion egda una de las bandas en el gel

esta determinada por su secuard® ADN y la cantidad de GC (este caso corresponde al gen

del ARNr 16S). Sin embargo, a pesar de la capacidad del DGGE para separar moléculas de ADN
segun su composicion nucleoti@icesto no significanecesariamente que varias secuencias
puedan ocupar la misma posicién, o que cada banda corresponda a una Unica bacteria
(Schmalenberger 2003). Por esto, los analisis\dersldad realizados sobre DGGE no reflejan la
diversidad propia de la comwaid, sino que son un patrérpresentativo de esa comunidad

(Loisel 2006) y una herramienta Gtil para comparar comunidades.

La comparacion entre los patrones obtenidos slenlaestras se realiz6 utilizando el programa
PAST Version 2.12 (Hammer 2001). Se compardesnmuestras en cadgel utilizando la
matriz de datos, mediante analisis dmiliud (ANOSIM) (Clarke, 1993). Los valores de
similitud entre muestras se calcularon con las disaande Bray-Curtis, que tiene en cuenta la
presencia/ausencia de las bandas y su intenstitt/a. ANOSIM es un test no paramétrico que
determina diferencias significativas entre dosias grupos, basado en las distancias calculadas
entre todas las muestras. Para el analisis laandias son convertidas a rangos. El test se basa
en la comparacion de las distancias entre grgpa las distancias o de los grupos.

Siendo § el rango medio de todas las distancias entre grupqgselyrango medio de todas las

distancias dentro de los gruposestadistico R se define como:

Ty =1,

53



katehEtodos

Donde valores positivos altos de R (hastasibnifican baja similaridad entre grupos. La
significancia a una cola es calculada medi&mM89 permutaciones de los valores en los grupos.

Se consideraron diferencias siggativas a los valores de p< 0,05.

Deteccion de indicadores

Especies indicadoras son espsecgue, debido a las preferawide sus nichos, pueden ser
utilizadas como indicadores ecologicos dengiple comunidades, condiciones del habitat o
cambios ambientales. Por lo general se determinan mediante un analisis de la relacion entre los
valores observados de presencia-ausencia ouhelahcia de especies en grupo de muestras y

una clasificacion de las mismas muestras enidunde los factores que las definen (De Céceres
2010, Keith 2012, Hartmann 2009, Koeppel 2012).

Para determinar la existencia plesibles grupos indicadores ttatamientos se llevé a cabo un
analisis estadistico de significancia entre tagpnensiderando su abundancia y los manejos de

suelo correspondientes a maladqpicas agricolas, MP y buengracticas agricolas, BP.

Se utilizé el indice del valor dadicador (IndVal) de especieBste indice se calcula como el
producto entre dos cantidades) (A (B), donde (A) se define como la abundancia media de
OTUs en el grupo, dividido la suma de la abun@antedia de todos los grupos. La cantidad (B)
esta definida como la frecuencia relativa de OTUs dentro del grupo (Dufrene 1997, De Céaceres
2009).

Considerando que la mayoria de OTUs a nivet¢sjmecies (disimilaridad del 3%) poseen pocas
secuencias, se decidio utilizar un valor de dlzesifébn mayor, considerado generalmente a nivel
de familia (5% disimilaridad).

El indice IndVal puede tomar valores entre D, ylonde 1 representa el mejor valor posible. El
valor para cada OTU puede ser probado mediantpruieda de hipétesis para la cual se obtiene
un valor de significancia. Se tomaron los vadode indice con una significancia maxima de
p=0,05.

El analisis se realiz utilizando la funciérindVal del paquete estadisti¢iabdsv” del programa

R (R Development Core Team 2012).

Debido a que para un gran nimero de OTUs dhaliilidad de obtener Ifos positivos con un

valor dea=0,05 es muy alta, es necesario realizar eoraeccion para pruebas multiples con el
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fin de disminuir el error de tipo | (De Cacer2810). Se realizdé un analisis de significancia
(False-Discovery Rate) (Verhoeven 2005) sobrevédsres p del indice IndVal y se tomaron los
valores significativos con un g<0,05. Parste analisis se utilizd la funcidqvalue.guidel
paquete “gvalue” de R.
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Descripcioén de los suelos y manejos

Uno de los objetivos principales de este djaby del proyecto en el que se enmarca, es
determinar de que manera los distintos manejgricolas de suelos de la region central
productora de granos de nuestro pais afectazalasteristicas biologicae los distintos suelos,

independientemente de sus condiciones forn@edar las zonas geograficas. Para esto los
distintos tratamientos o manejos se hanniddi en cuanto a resultados de productividad,

regimenes de rotacion de cultivos, cultivos de cobertura y uso de agroquimicos (Tabla 4.1).

Otros factores que no tienedirecta relacion con el tipale manejo, pero que afectan
directamente a la biologia dslielo y sus caracteristicas quias y disponibilidad de agua y
nutrientes, son el tipo y laxteira del suelo (Tabla 4.2).

BENGOLEA M.BUEY PERGAMINO VIALE
BP MP BP MP BP MP BP MP
Soja (kg.hd) 3067 2775 3167 2675 2933 2825 3000 1805
Incremento BP/MP (%) 10,52% 18,4% 3,8% 66,2%
Maiz (kg.hd) 10500 2700 12550 8000 9500 “¥- 7030 3450
Incremento BP/MP (%) 289% 56,9% 103,8%
Siembradirecta(%) 100 80 100 100 100 100 100 100
Relaciénsoja/Maiz 15 4 0,67 4 15 5 15 4
Trigo de cobertufd (%) 60 40 60 20 40 0 40 20
Otros cultivos de cobertufa(%) 20 0 40 0 0 0 20 0
Herbicida$” (Litros) 27,7 43,8 25,2 38,9 29,3 46,5 34,5 43,1

Tabla 4.1: Rendimiento de los cultivos y manejos agricolas aplicados en los sitios de Buenas
Préacticas (BP) y Malas Practicas (MP). Los datos corresponden al promedio de los dltimos 5 afios
hasta el inicio del proyecto (2005 — 2009). (1): Porcentaje de inviernos en los que el trigo fue
utilizado como cultivo de cobertura. (2): Porcentdg inviernos en los que se utilizo otro tipo de
cultivo de cobertura (Vicia sp., Melilotus alba o Lolium perenne). (3): Cantidad de litros
correspondientes a la suma de herbicidas de baja y moderada toxicidad. La toxicidad se definié
segun las categorias de toxicidad de la Agencimd¢eccion Ambiental de Estados Unidos (EPA).

(4): No se plant6 maiz durante los 5 afios.

Bengolea Monte Buey Pergamino Viale
AN BP MP AN BP MP AN BP MP AN BP MP
Clg:;flscuaé:llgn Haplustol Entico Argiudol Tipico Argiudol Tipico Pelludert Argico
. . Arcillo limoso Franco
Textura Franc@arenoso Fraco limoso Franco limoso

arcillo limoso

Tabla 4.2: Clasificacidn de los suelos para cada dados sitios y sus tratamientos. La clasificacion
del suelo corresponde a la del mapa del suelo del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA).
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Se ha visto que suelos con teammas finas, como los arcillospsseen la capaad de retener
mayor cantidad de agua y carbono organico. Estdguerse para los suelos muestreados en la
localidad de Viale donde las cantidades der@anico son mayores independientemente del
tratamiento (Tabla 4.3).

En los suelos naturales (NA) gbrcentaje de carbono organiconegyor que en los suelos bajo
produccion, en cada sitio en particular. Sin embano se encontraron diferencias entre los dos

tipos de manejo agricola (Tabla 4.3).

Agosto 2009

Bengolea Mont8uey Pergamino Viale
AN BP MP AN BP MP AN BP MP AN BP MP

Carbono organico (%) 1,7 15 11 35 21 17 27 17 18 50 35 25

Nt (%)@ 0,146 0,156 0,125 0,328 0,181 0,132 0,233 0,153 0,136 0,369 0,283 0,179
P extractable (pprf) 44,3 53,1 17,8 2965 126,5 206 105 180 11,9 20,2 40,4 41,8
pH® 63 62 62 56 55 62 62 60 57 64 67 63

Febrero 2010
Carbono organico (%) 1,7 1.4 1,2 3,1 1,8 1,6 3,2 1,7 1,7 3,5 3,4 2,5

Nt (%) 0,141 0,129 0,112 0,282 0,176 0,127 0,246 0,142 0,141 0,203 0,233 0,156
P extractable (ppm) 431 37,2 26,2 3951 122,3 17,3 16,6 253 22,0 243 504 431
pH 67 65 66 64 65 66 66 64 66 70 69 6,7

Septiembre 2010
Carbono organico (%) 18 16 13 36 22 18 29 19 19 33 39 26

Nt (%) 0,137 0,121 0,110 0,285 0,171 0,133 0,239 0,157 0,145 0,258 0,291 0,203
P extractable (ppm) 138 71 96 3456 71,3 6,3 43 11,2 5.2 57 274 333
pH 6,0 5,8 5,7 55 5,6 6,1 5,7 5,6 6,1 6,4 6,8 5,7

Febrero 2011
Carbono orgénico (%) 1,7 1.4 13 3,8 2,4 1,9 3 1,8 1,9 3,6 3,6 2,7

Nt (%) 0,127 0,120 0,101 0,325 0,193 0,135 0,252 0,155 0,142 0,273 0,299 0,202
P extractable (ppm) 209 249 89 3561 1649 82 48 133 20 10,2 205 363
pH 6,1 5,6 6,1 5,6 55 6,2 58 56 60 61 65 59

Tabla 4.3: Principales caracteristicas quimicas de los suelos tediegara los distintos sitios y
tratamientos en los cuatro muestreos realizados (Duval 2010, Duval 2012). (1): Carbono organico:
método de combustion (1500°C) analizador automatis6O C Analyser, perteneciente al LANAIS-

>N — CONICET. (2): Nitrégeno total (Nt): método de Kjeldahl, Bremner (1996). (3): Fésforo
extractable (Pe): método de Bray y Kurtz (1945). (4): pH (relacién suelo-agua 1:2,5).
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Bacteria Total

El nimero total de bacterias en cada tiempa gitiratamiento se cuantifico a partir del ADN
total mediante qPCR del numero total de copidgiele ARNr 16S. Se encontré que la cantidad
promedio de copias del gen ARNr 16S de badguor gramo de suelo estaba aproximadamente
entre 2,5x18 y 3,75x106° copias en los distintos muestredsniendo en cuenta que el nimero
medio de copias por genoma deh que codifica para el ARNonsomal se estima en 3,6 copias
(Lee 2009), se calcul6 gua cantidad de bamias rondaba entre 1,31y 2,5x13° células por
gramo de suelo. Los analisis estadisticaizabhdo modelos mixtos mostraron diferencias
significativas entre temporadas (p=0,0357) yreetratamientos (p=0,0029). Las comparaciones
realizadas entre las medias de los distintagtnientos indicaron que existian diferencias que
separaban a los ambientes naturales de los sistdencultivo, pero no adaVP de las BP (Fig.
4.1).
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Fig. 4.1: Copias del gen ARNr 16S por gramo dasuGris: Natural, Negro: Malas Practicas y
Blanco: Buenas Practicas.
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Composicion general de las comunidades

La aparicidon de la pirosecuenciacion y su @ezfonamiento en los ultimos afios han hecho que

se convierta en una herramienta extraordinaria en los estudios de ecologia microbiana. Esta
técnica permite, a partir de una simple PCRIlalenuestra ambientabbtener alrededor de
300.000 secuencias del gen de interés. En el dalsgen de ARNr 16S, ampliamente utilizado

para estudiar la composicion de las comuniddibecterianas, este nimero nos permite conocer
con amplio grado de cobertura la compdsicde una muestra compleja. En este caso se
obtuvieron entre 16.000 y 27.000 secuasdale buena calidad de cada una de las muestra, con
excepcion de la muestra natural de Monte Bdegde por problemas en la secuenciacion el
namero fue de alrededor de 3.000 secuenciase$tarrazon, considerando que esta muestra no

era representativa y comparable al resto, no fue utilizada para la mayoria de los analisis (Fig. 4.2).

Bengolea Monte Buey

3348

17394

23952 18093

16342

Pergamino Viale

18459

23009

26670 25216

19315
20529

Fig. 4.2: Numero de secuencias obtenidas ga@a una de las muestras de agosto de 2009. Los
valores corresponden al total de secuencias clasificadas dmnteria después de eliminar
todas las secuencias detectadas como defectunsgsméricas. Gris: Natural, Negro: Malas
Practicas y Blanco: Buenas Précticas.
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La informacién surgida del analisis del muestde agosto de 2009 permitio tener un panorama
muy completo de cuales eran las espebasterianas presentes y en que proporciones se
encontraban en cada muestra. También se utili@dqadcular distintos parametros de diversidad,
como la rarefaccion y el indice de Shannon, que aportan informacion acerca de la conformacion
de las poblaciones de bacterias, teniendo @mtaulos valores de abundancia y riqueza de
especies. Debido a que para los organismos potesirel concepto de especie es dificil de
aplicar, generalmente es conveniente utilizatores de similaridad o disimilaridad entre
secuencias para agruparlas en unidades lopsrdOTUs). Esta generalmente aceptado que
valores de disimilitud del 3% corresponden a difei@s a nivel de especie, mientras que por
ejemplo, 5% y 20% corresponden a diferenciaseegéneros y filos respectivamente (Schloss
2005).

Utilizando los valores de disimilitud entre secuascse construyeron curvas de rarefaccion que
sirven como indicadores de diversidad y dehdo de cobertura olsielo en las diferentes
muestras. En todos los casos puegise que a pesar de tener gran cantidad de secuencias no
se alcanzo un valor constantemdtead en el nimero de OTUsugiriendo que para lograr la
cobertura de la mayoria de las especies eoraunidad el nUmero de secuencias muestreadas
deberia ser aun mayor (Fig 4.3).

Considerando que en algunos de los casobtswieron mas de 9.000 OTUs (3% disimilaridad),
se obtiene una idea de la cantidad de postifesentes especies dmcterias que componen
estas poblaciones en los suelos.

A partir de la informacion disponible en lascuencias se obtuvo el nimero de OTUs vy la
cantidad de secuencias que contiene cada urglake Estos datos de abundancia y riqueza
sirven para calcular distintdedices de diversidad. En ecologia microbiana uno de los mas
difundidos es el indice de Stzon. El valor de este indice pigeverse afectado por el tamafio
de la muestra: un mayor nimero de secuemriasa muestra puede resultar un mayor valor de
diversidad solo por diferencias ehgrado de cobertardel muestreo. Para evitar este problema
y poder comparar las poblacionesusiizaron graficos de curvas colectoras que muestran como

evoluciona el valor del indice a medida quenenta el nimero de secuencias (Fig. 4.4).
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Fig. 4.3: Curvas de rarefaccion de todas las ssmias de bacteria calculadas en base al 3%
de disimilaridad entre secuencias. Verde: Naturojo: Malas Préacticas y azul: Buenas
Practicas.
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Fig. 4.4: indice de Shannon de todas las muestras calculados en base al 3% de disimililaridad.
Verde: Natural, rojo: Malas Practicas y azul: Buenas Practicas.
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Para todas las muestras puede verse que elaaioenta rapidamente y se estabiliza en valores

relativamente constantes a padée las 10.000 secuencias. Todas las muestras se encuentran en

un rango de valores entre 7,4 y 8 y ninguno de tasginostré diferencias considerables en la

diversidad. Tampoco se distingue un patron dgoma menor valor asodia al tipo de manejo.

Sin embargo, al comparar los valores del indag Buenas Practicas nunca son mayores a las

Malas Practicas en cada sitio.

Una de las caracteristicas mas interesantes gqoet@eanalizar la técnécde pirosecuenciacion,

debido a su poder resolutivo a nivel de secizexy es la composicion taxonémica de las

comunidades. Mediante la hemignta de clasificacion de @eencias de RDP (Wang 2007), se

encontré que la mayoria de las secuenciagmpecen a los filos Proteobacteria (principalmente

la clase alfaproteobacteria), Actinobacteridgidobacteria, y en menor medida a Firmicutes,

Bacteroidetes, Chloroflexi y Planctomycetés aproximadamente entre un 10% y 19% de

bacterias no pudieron ser clasdfdas en ninguno de los taxones conocidos (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5: Frecuencias acumuladas de los distin grupos de bacterias determinados por
pirosecuenciacion para las distirganuestras. No esta incluida mauestra natural de M. Buey.

Los grupos corresponden a los filos mas abundantes, a excepcidn de proteobacteria que se
desglos6 en las cuatro clases mayoritarias. N: Natural, M: Malas Préacticas, B: Buenas
Practicas, Be: Bengolea, MBu: Montedy Pe: Pergamino y Via: Viale.

62



Resultados

Por otro lado, con el fin de determinar y comparar la abundancia en las distintas muestras de los
grupos mayoritarios de bacterias se determinausnproporciones en cada muestra utilizando la
técnica de PCR en tiempo real.

En los experimentos de gPCR se utilizamligonucleétidos especificos para cada taxon,
previamente disefiados y probados por otresstigadores (Fierer 2005, Blackwood 2005, Gich
2001, Phillipot 2009) en estudios similares sobedasu Estos oligonucleotidos fueron utilizados
en combinacion con otros cebadores usiaies para el dominio Bacteria.

Los valores obtenidos de la cuantificacion marsin que los tres grupos mas abundantes en
promedio fueron Actinobacteria (21%), Alfapeobacteria (16%) MAcidobacteria (4,5%).
Mientras que los grupos GemmatimonadetBgmicutes, Chloroflexi, Verrucomicrobia,
Betaproteobacteria, Bacteroidete®lanctomycetes contribuyen erenor medida al total de la
comunidad (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6: Porcentaje de bacterias de los prpales grupos con respecto al total determinados
mediante gPCR para el muestreo de Agost®208s barras representagl error estandar de
todos los grupos combinados. N: Natural, Malas Practicas, B: Buenas Practicas, Be:
Bengolea, MBu: Monte Buey, Pe: Pergamino y Via: Viale.
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Estos datos, corroboran lossuétados de la pirosecueacion, que muestran proporciones
similares sobre el total de secuencias obtmidProbablemente la discrepancia entre las
cantidades observadas de Acidobacterias ergrddtos de pirosecuenciacion y qPCR se deba a
los distintos cebadores utildas en ambos experimentos, ya que se ha sugerido que los
cebadores especificos para este grupo utdzaeh la qPCR no incluyen a la totalidad de

miembros de este taxon (Jones 2009).

T
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Fig. 4.7: Dendrograma de las muestras agrupadeliante el algoritm®PGMA y distancias

de similaridad de Bray-Curtis. Las secuencias estan agrupadas en OTUs al 3%. La matriz
muestra las abundancias relativas de los taxones con mas secuencias organizadas en clases
dentro del filo correspondiente (resaltado ergmig). En la dltima linea se encuentran las
bacterias no clasificadas. Laadificacion de los taxones cesponde a la de RDP con valores

de bootstrap minimos de 80% (Wd&@7). La escala de grises representa la proporcion de los
grupos respecto del total de secoi@s de bacterias en cada una de las muestras. N: Natural, M:
Malas Practicas, B: Buenas Practicas, BenBelea, MBu: Monte Buey, Pe: Pergamino y Via:
Viale.
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La informacion que surgié de los andlisis de pirosecuenciacion también permiti6 comparar las
muestras entre si desde el punto de vista demsposicion, e identificarelaciones debidas a las
caracteristicas especificas de cada sitio y manejo del suelo.

Para esto se clasificaron las secuencias en @dl/sin valor de disimilaridad del 3%. Con esta
clasificacion se calcularon las diferencias entrestras (distancias), teniendo en cuenta no solo
la presencia y ausencia de OTUs, sino tamlai@bundancia relativa d=da uno (distancia de
Bray-Curtis). Posteriormente se construyd dendograma de las muestras utilizando el
algoritmo de agrupamiento UPGMA (Fig. 4.7).

Claramente se formaron tres “clusters”, dondeiem se separaron las muestras de Viale, y dos
mas separando las de Bengolea del resto, quedantieepimide estos grupos el ambiente natural
de Pergamino. Este agrupamiento por simgitadl en la composicion taxonémica de las
poblaciones sugiere que existe mayor grado de similituéntre muestras debida a las
caracteristicas del sitio que a efectos dalistintos manejos agricolas (tratamientos).

Principales grupos de bacterias

Como se mencion6 anteriormente, muchas véaediversidad por si sola no tiene directa
relacion con las caracteristicad dedio ambiente. Sin embargo,ralmero de bacterias, o las
variaciones en la cantidad de un determhingrupo o taxén, puedentas relacionadas con
factores especificos que definanlos diferentes ambientes. rPello se analizé el cambio
producido con el paso del tiemgdas distintas estaciones (veoae invierno), en donde una de
las diferencias principales era la presencia seacia de cultivos, pa la dinamica de las
poblaciones de bacterias a loga de dos afios consecutivos.

Una de las maneras mas simple y eficiente déizam diferencias genéticas entre comunidades o
variaciones temporales es medéla técnica de DGGE. Uno deslproblemas que presenta esta
técnica en el andlisis de muestras de suelos es que al haber un gran nimero de especies distinta
la capacidad de resoldei del DGGE no es suficiente pavar diferenciar entre muestras
“saturadas” de amplicones con igual movilidael¢cidad de desplazamiento en el gradiente
desnaturalizante, dependiendd dentenido de guanina y citosina del ADN) (Loisel 2006). Por

esta razon fue imposible obtener informaciérdiaete DGGE de las comunidades de bacterias

totales en las muestras. Sin embargo, frentesta problema, el uso de oligonucledtidos
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especificos permiti6 amplificaselectivamente grupos taxon@oms mas reducidos y realizar

experimentos de DGGE con suéinte resolucion para ver diéacias entre las muestras.

Si bien en principio seria factdbcomparar las muestras correspentes a los tres factores que
pueden influir en la composicion de las poldaeis (Sitio, Tratamiento y Tiempo), corridas en
distintos geles con exactamente las mismasicmeés, esto resulta dificil para DGGEs con
muchas bandas, y los resultados pueden seo ponfiables. Por lo tanto, los analisis se
realizaron agrupando las muestras segun distintesias, con el objetivale cubrir todas las
combinaciones posibles de las tres variables.

En primer lugar se realizarorefr geles, uno para cada tratartoe(NA, MP y BP), comparando

en cada uno de ellos los cuatro tiempos parawadae los sitios (Be, MBu, Pe y Via). Con esta
combinacion pudo verse como cambian las poblaciones con el paso del tiempo, y a la vez, las
diferencias entre sitios para un mismo tratamaie Por otro lado, se compararon los distintos

tratamientos agrupados por sitio en un migj@lp para los distintos muestreos por separado.

Actinobacteria

El grupo de las Actinobacterias es ampliamente reconocido como uno de los filos mas abundante,
diverso y ampliamente distribuido por la mayodia los habitats dgblaneta (Ventura 2007,
Glackner 2000). En suelos las Actinobacter@s isnportantes para la degradacion de residuos,
la formacién de la materia organica y popladuccién de metabolitos secundarios (Paul 2007,
DeAngelis 2011). Dentro de este filo los Actmycetes son un grupo funcionalmente diverso e
importante, y su capacidad de formar micelodgaal que los hongos, |lggermite rastrear el
suelo en busca de agua y nutrésn(Jenkins 2009, Goodfellow 1983).

Partiendo de la informacién obtenida mediante daggicuenciacién de las muestras de agosto de
2009, se encontré que este grupo representaaal abundante de todos con mas del 25% de
secuencias en promedio respeet total de bacterias. Deatdel grupo la mayoria de las
secuencias corresponden a los ordenes Actinetales con el 65% $olirubrobacterales con
14% del total.
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Utilizando todas las secuencias de Actinobactefgasada muestra se calcularon los indices de
Shannon para estimar la diversidad del grupomo resultado pudo verse que los valores
obtenidos no presentaron mayores diferenciag émdrdistintos tratamios, e incluso tampoco

entre sitios (Fig. 4.8).

Indice de Shannon
Indice de Shannon

0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000

Numero de secuecias Namero de secuecias

Indice de Shannon
Indice de Shannon

0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000

NUmero de secuecias NUmero de secuecias

Fig. 4.8: Curvas de acumulacién para loslores del indice de Shannon para el filo
Actinobacteria calculados en base a secuenciasa$niVerde: Naturakojo: Malas Practicas y
azul: Buenas Practicas.

Con respecto a los datos obtenidiesla cuantificacion por gPC&Re este grupo mayoritario de
bacterias, se encontré6 que su proporciéon respecto al total de bacterias no fue
significativamente diferente para ninguna de lagables analizadas que cree pueden influir
sobre las poblaciones de estogamismos. Es decir, no se apagon efectos sobre la cantidad de
bacterias producto de los distintos sitios, tratamientos o estaciones (Fig. 4.9).
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Fig. 4.9: Cuantificacion por gPCR del numserde copias del gen ARNr 16S del filo
Actinobacteria expresados como porcentaje del total de basteGris: Ambiente Natural,
Negro: Malas Practicas y Blanco: Buenas Practicas.

Las comparaciones mediante DGGE para ver variacemes perfil de laaomunidad durante el

periodo de tiempo estudiado muestran que lo®pesrde bandas e incluses intensidades son

muy similares para los cuatreempos dentro de cada sitio particular (Fig. 4.10-A). Esto

también se ve reflejado en los resultaddsAM¢OSIM (Fig. 4.10-B) por los bajos valores de

distancia para cada sitio, en a@ste con la comparacion ens#ios, que indica diferencias

significativas (p=0,0001 para los tres tratamientos).
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Fig. 4.10: (A) DGGE de Actirmacteria separados por tratammtos. Para cada sitio se
muestran los tiempos correspondiengelos cuatro muestreos §14). (B) Box plot-ANOSIM de
los DGGE para cada tratamiento. Los valores Rey p en los andlisis corresponden a la
comparacién entre sitios. Diferenciagnificativas con valores de p<0.05.

En la comparacion de los distintos tratamientos y sitios no puede verse un patrén de bandas
particulares que distinga laéferentes manejos. Segun losukkados de ANOSIM (Fig 4.11-B),

las distancias entre las muestras de un mismantrahto no son significativamente diferentes a

las distancias entre tratamientos. Por otdowdas muestras de un mismo sitio son altamente
similares. Esto puede verse en los redokadel ANOSIM (Fig 4.11-C) donde las distancias

indican diferencias significatas entre sitios (p=0,0006).
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Fig. 4.11: (A) DGGE de Actinobacteria para el estreo 4. N: Ambientdlatural, M: Malas
Practicas y B: Buenas Précticas. (B y C)Buat- ANOSIM comparando tratamientos y sitios
respectivamente. Los valores de R y p correspoada comparacion entre tratamientos (B) y
entre sitios (C). Diferencias siditativas con valores de p<0.05.
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Acidobacteria

El filo Acidobacteria incluye varias clases ynabundantes en suelos. Este grupo es uno de los
taxones mas dificiles de aislar yltowar, por lo cual su funciétanto en suelos como en otros
ambientes es aun desconocida. Segun los datpsosecuenciacion, los géneros mas numerosos
pertenecen a este filo, con Gp4 representandaledor del 38% del total de Acidobacterias,
Gp6 mas del 23%, Gpl 10%, Gpl6 8% y Gp7 7%clanto a su diversidad, se encontrd que
segun los valores de los indiaes Shannon hay grandes variacioape los distintos sitios y
tratamientos. Sin embargo, no distingue un patrén que difereaca las distintas muestras

segun las variables analizadas (Fig. 4.12).
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Fig. 4.12: Curvas de acumulacion para leslores del indice deShannon para el filo
Acidobacteria calculados en bases@cuencias unicas. Verde: Ngtlj rojo: Malas Préacticas y
azul: Buenas Précticas.

Es llamativa la diferencia entre MP y BP en MoBuey, donde el valor para BP es el mas bajo

de todos. Ademas Monte Buey presenta los valorés bajos de diversidad por sitio. Mientras

gue en el caso opuesto, en Bengolea se observan los valores mas altos e idénticos entre
tratamientos. Esta baja diversidad en las bupréagicas de Monte Bugyodria explicarse por la

gran cantidad de secuencias del grupo AcidebacGpl encontradas en esta muestra, donde

casi el 50% del total pemece a este Unico género.

La cuantificacién del nimero de copias de gen ARNr 16S pedilesno mostrd variaciones
significativas a lo largo del tiempo que tengeelacion con los sitios y/o tratamientos. Sin
embargo se observaron diferencias significativas para lastagstemporadas (p<0,0001) (Fig.
4.13).
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Fig. 4.13: Cuantificacion por qPCR del numerde copias del gen ARNr 16S del filo
Acidobacteria expresados como porcentaje del total de bacterias. Gris: Ambiente Natural,
Negro: Malas Practicas y Blanco: Buenas Practicas.

El analisis mediante DGGE da variacion del filo Acidobaetria en el tiempo muestra que
existen diferencias entre los sitios, mientras que la estructura de la comunidad se mantiene
estable en todos los sitios entre el priméttyno muestreo. Estas observaciones se corroboraron
por los resultados significats del ANOSIM (Fig. 4.14-B). En el caso del gel de MP se
encontré que las distancias entre sitios rasuit menores que las observadas en NA y BP para
la misma comparacion. Esto estaria diciendo gu®R de los distintos sitios son mas similares
entre si que los otros tratamient&s la siguiente figura (Fig. 4.185to se hace mas evidente al
comparar los tratamientos ensie El grafico de ANOSIM entredtamientos muestra que si bien
las diferencias no son significadis, las distancias dentro del grupo de MP son mucho menores
que en los otros tratamientog pruebas a post-hoc entrergm de grupos para el ANOSIM
mostraron diferencias significativastre MP y BP (p= 0.0268) (Fig. 4.15-B).
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Fig. 4.14: (A) DGGE de Acidobacteria separados atamientos. Para cada sitio se muestran
los tiempos correspondientes a los cuatro rtrees (1 a 4). (B) Box plot-ANOSIM de los
DGGE para cada tratamiento. Los valores By p en los analisis corresponden a la
comparacién entre sitios. Diferenciagnificativas con valores de p<0.05.

Estos datos sugieren que los efectos de tratdmnestarian disminuyendo la variabilidad en las

MP, generando que el perfil dstas muestras sea muy simitedependientemente del sitio.

En el caso de las diferencias observadas etis §rig. 4.15-C) podemos ver que claramente el
lugar donde existe menor variacion producto dedatamientos es Bengolea, y en segundo lugar
Viale. A pesar de los valores mas altos pasaotros dos grupos, donde las diferencias producto

de los tratamientos son mas marcadas, existelif@rencia significati& entre sitios (p=0,0082).
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Fig. 4.15: (A) DGGE de Acidobacteria para el estreo 4. N: Ambida Natural, M: Malas
Practicas y B: Buenas Précticas. (B y C)xBaot-ANOSIM comparando tratamientos y sitios
respectivamente. Los valores de R y p correspoada comparacion entre tratamientos (B) y
entre sitios (C). Diferencias sigitativas con valores de p<0.05.

En el gel de la figura 4.16 puede verse qgerss bandas (marcadas flechas) solo aparecen,

o lo hacen con mayor intensidad en las muestras NA y BP, y mas claramente en los sitios de
Monte Buey y Pergamino. Estas bandas fueron tomadas del gel, reamplificadas y secuenciadas
para determinar su filogenia. Los resultadotadsecuenciacion y clasificacién determinaron que

se trata de bacterias de dtase Acidobacteria Gpl (Fig. 4.15-A-flechas). Estos resultados
estarian en concordancia con la informaciétemida por pirosecuenciacion que indica que las
bacterias de esta clase son mas abundantes dudaas practicas que en las malas practicas,
excepto para Viale, dondecade lo contrario (Fig. 4.7).
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Alfaproteobacteria

Este grupo en suelos se caracteriza principalnpartencluir a las bacterias simbiontes fijadoras
de N asociadas a diferentes especies vegetalasgrupos de nitrificaes importantes en los
suelos como es el genelditrobacter Los resultados de pirosecuenciacion indicaron que
alrededor del 60% de las secces de la clase Alfaproteatiaria corresponden al orden
Rhizobiales y mayormente al gén@&radyrhizobium con muy pocas secuenciasNi&obacter
(<0,01%). El resto de la clase estaba compupsghcipalmente pordtcterias de los ordenes
Rhodospirillales (15%) y Spmgomonadales (5%). Alrededor de un 15% de secuencias de
Alfaproteobacteria gukaron sin clasificar.

En cuanto a la diversidad de esta clase de Rratéerias, no se enconva diferencias entre los
distintos sitios, ni tampoco efest producto de los diferentes megos. Los Unicos valores que se
alejaron de la media fueron el ambiente natur&efgamino, con un valor mas bajo que el resto,

y las malas précticas de Viale, dondeabr es el mas alto observado (Fig. 4.16).

Bengolea Monte Bue

o Bengoea 2| MontBue A
c c
g &
n n
38 3
3 8
E g

4 T T 4 y '

0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000

NUmero de secuecias NuUmero de secuecias

Pergamino Viale

Indice de Shannon
Indice de Shannon

0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000

NUmero de secuecias NUmero de secuecias

Fig. 4.16: Curvas de acumulacion para loslores del indice de Shannon para la clase
Alfaproteobacteria calculados en base a secisn Unicas. Verde: Natural, rojo: Malas
Practicas y azul: Buenas Practicas.
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La cuantificacion mediante qPCR de las AMateobacterias solo mostré diferencias
significativas respecto a logiss (p=0,0036). La comparacion de medias dio como resultado que
las muestras de Viale fueron sifigativamente diferentes delste (Fig. 4.17). A pesar de esta
diferencia, puede verse que los valores obtenetiogdos los muestreos fueron similares entre
los distintos sitios y tratamientos, sugimi® que se trata de un filo poco variable.
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Fig. 4.17: Cuantificaciéon por qPCR del numede copias del gen ARNr 16S de la clase
Alfaproteobacteria expresados como porcentajetatal de bacterias. Gs: Ambiente Natural,
Negro: Malas Practicas y Blanco: Buenas Practicas.

Los anélisis mediante DGGE del perfil de las comunidades en los distintos sitios, tratamientos y
tiempos mostraron gran similitud entre todas las muestras. A grandes rasgos pueden verse
patrones similares, donde algunas bandas de anintbnsidad son dominantes en todas las
muestras. No obstante, los resultados deolaparacion por ANOSIM muestran que en tres
geles distintos separando lositamientos existen diferenciantre los sitios agrupados por
tiempo (Fig. 4.18).

76



Resultados

A

Bengolea M. Buey Pergamino Viale

Bengolea

M. Buey Pergamino Viale

Bengolea M. Buey Pergamino

Viale

1 2341234123412 3 4

““i

HHARIRAN
slefeie)ein)e

! !
i |
I |
l
10 B )

Ambiente Natural

R 0.9523
1804 p 0.0001

o :—--L

Entre Be MBu Per Via

1 2 3412341 23412 3 4

Malas Practicas

R 0.7066¢|
p 0.0001

Ll

Entre Be MBu Per Via

Distancia

1 2341 23412341 234

1804
160
1404
1204
1004
804
60+
40
204

l
:

Buenas Practicas

L

R 0.6936
p 0.0001

Entre Be MBu Per

Via

Fig. 4.18: (A) DGGE de Alfaproteobacteria sepdos por tratamientos. Para cada sitio se
muestran los tiempos correspondiengelos cuatro muestreos §14). (B) Box plot-ANOSIM de

los DGGE para cada tratamiento. Los valores ey p en los andlisis corresponden a la
comparacién entre sitios. Diferenciagnificativas con valores de p<0.05.

Por otro lado, cuando se comparatos efectos de sitio y manejgricola para el muestreo de

Febrero de 2011 (Fig. 4.19-A) secentrd que tanto para losatamientos (Fig. 4.19-B) como

para los sitios (Fig. 4.19-Cho hubo diferencias significativasntre la estructura de las

Alfaproteobacterias. Esto indique cuando se comparan lasestmas segun el arreglo de la

figura 4.20, la similitud (distancias) dentro de a&atupo es similar a la que existe entre los

grupos, y por consiguiente no se distinguen efedérss de sitio o tratamiento que separen a las

muestras.
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Fig. 4.19: (A) DGGE de Alfaproteobacteria paraneliestreo 4. N: Ambiente Natur; Malas
Practicas y B: Buenas Précticas. (B y C)xBaot-ANOSIM comparando tratamientos y sitios
respectivamente. Los valores de R y p correspoada comparacion entre tratamientos (B) y
entre sitios (C). Diferencias sigitativas con valores de p<0.05.

La secuenciacion de las bandas mas intensasi&entel gel indicaron que pertenecen al orden

de los Rhizobiales (flechas b1l y hBa la familia Sphingomonadaceae (b2).

Betaproteobacteria

Las bacterias perteneciesta esta clase son muy estudiagtasuelos debido a que incluyen al
grupo de Burkholderias, las cuales pueden ena@@ asociadas con raices de plantas y son

capaces de fijar nitrogeno, estieauel crecimiento vegetal, producir antibiéticos y degradar
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distintos compuestos. También son conocidasoconportantes patdgenos en plantas (Coenye
2003, Salles 2004). Otro grupo son los oxidantes de amonio, los cuales cumplen una funcion
clave en el proceso de nitrificacion. En ssehasta el momento se sabe que los géneros
Nitrosomonasy Nitrosospira de este grupo intervienen en moceso. En el analisis de las
secuencias obtenidas en este trabajo se edcpmé mas del 45% cesponden al orden de las
Burkholderiales, principalmente a los géneBagkholderig Variovorax y Massilia Entre los
géneros de nitrificantes, se encontré6 queacado representa solamengl 1% del total de
Betaproteobacterias. Del resto de secuencidsmezientes a la clasgproximadamente el 50%

no pudo ser clasificada con un rargoconfianza mayor al 80%.

Las curvas de acumulacion para el indiceSlannon muestran que este grupo no alcanzé un
valor constante por debajo ths 1.000 secuencias para ninga®alas muestras. Sin embargo
pueden compararse para cada sitio los valdessliversidad, y no se observan patrones que
correlacionen con los tratamientos. En generatilersidad es mayor en las muestras de

Bengolea, pero sin haber diferenasre los tres ambientes (Fig. 4.20).
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Fig. 4.20: Curvas de acumulacion para leslores del indicede Shannon para la clase
Betaproteobacteria calculados en base a secuencias Unicas. Verde: Natural, rojo: Malas
Practicas y azul: Buenas Practicas.
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En cuanto a los resultados de gPCR para los cuatro muestreos se encontr6 que no habia
diferencias significativas por 98 y tratamientos, pero si se encontraron diferencias entre las
estaciones (p=0,0001) e interaccidon sitio-aétac(p<0,0001) (Fig. 4.21). Los contrastes
realizados indicaron que las difecgas significativas entre estacignge dan para los sitios de
Bengolea, Pergamino y Viale. Otro dato que salgyéos valores de cuanti&cion es que parece
tratarse de un grupo muy variald@ el tiempo, y como se ve en el grafico las cantidades

relativas en las distintas muestras cambian en los distintos muestreos.
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Fig. 4.21: Cuantificaciéon por gPCR del numede copias del gen ARNr 16S de la clase
Betaproteobacteria expresados como porcentajeéadal de bacterias. Gs: Ambiente Natural,
Negro: Malas Practicas y Blanco: Buenas Practicas.

En los geles de DGGE para eatratamiento por separado donsie comparan los sitios,
agrupando las muestras por tiempos, existerretit@as entre las distintas localidades La
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similitud de los perfiles a distintos tiemposrgx@e ser mayor para las muestras del ambiente
natural (Fig. 4.22-A). Para los dos manejos agré;cdées diferencias entre sitios no son marcadas.
Sin embargo, los analisis de ANOSIM indican queapas tres tratamieos existen diferencias

significativas por sitios. Y en todos los casas daferencias dentro de las muestras de Monte

Buey y Pergamino resultan menores (Fig. 4.22-B).
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Fig. 4.22: (A) DGGE de Betaproteobacteria segdo's por tratamientos. Para cada sitio se
muestran los tiempos correspondiengelos cuatro muestreos §14). (B) Box plot-ANOSIM de
los DGGE para cada tratamiento. Los valores Rey p en los andlisis corresponden a la
comparacién entre sitios. Diferenciagnificativas con valores de p<0.05.

En el analisis mediante DGGE de las muesim&ebrero de 2011 secemtré un gran ndmero

de bandas, sin un patrén particular que puedeetacionado con efectos de tratamiento. De los
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analisis de similitud entre muestras surge quexigten diferencias significativas agrupando por

tratamientos (Fig. 4.23-B) ningoco por sitios (Fig. 4.23-C).
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Fig. 4.23: (A) DGGE de Betapmbbacteria para el muestre®. N: Ambiente Natural, M
Malas Practicas y B: Buenas Practicas. (B y C)Box plot- ANOSIM comparando tratamientos y
sitios respectivamente. Los valores de R yrpesponden a la comparacion entre tratamientos
(B) y entre sitios (C). Diferenciasgnificativas con valores de p<0.05.
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Esto sugiere que hay grandes diferencias eititbe § que las bacterias de este grupo no parecen
responder a las caracteristicgenerales de cada sitio y anucho menor medida a los
tratamientos.

Este taxdn parece ser un grupo muy variable drempo. Si bien la similitud en el perfil de
bandas a lo largo del tiempo panaa misma muestra se mantiene mas o menos estable, muchas
de las bandas varian considerablementeintensidad, o en algunos casos aparecen y

desaparecen, mostrando a este grupo como uno de los mas dinamicos.
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Firmicutes

Este es otro de los filos queeten ser mas abundantes en suddus de los géneros principales
dentro de este taxdén sdmcillus y Clostridium Su actividad en suelos se ha relacionado
principalmente con procesos de degradaciomaleria organica y compuestos como la celulosa
(Desvaux 2005, Lynd 2002) y lignina (DeAngelis 2011).

En los andlisis a partir de latos de secuencias del muestieocAgosto de 2009 se encontro
que la mayoria de las bacterias de este grugenszen al orden Bacillales, principalmente al
géneroBacillus. Los valores calculados mediante @svde acumulacion para el indice de
diversidad de Shannon alcanzan rapidamente kon ganstante y mas o menos similar en todos
los casos. Este resultado sugiere que no exisgemhosftanto de los sitios como de los manejos
que afecten significativamente la diversidiedias poblaciones de Firmicutes (Fig. 4.24).
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0 300 600 900 1200

Fig. 4.24: Curvas de acumulacion para leslores del indice deShannon para el filo
Firmicutes calculados en base a secuenciasami¥erde: Natural, rojo: Malas Préacticas y
azul: Buenas Préacticas.

Los experimentos de qPCR mostraron gran varitgulen la abundancia éste taxon entre los

distintos muestreos. En funcidén de los resldsa no es extrafio observgie no se encontraron
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diferencias significativas por sitios, ni tratamientos. Sin embargo los datos arrojaron diferencias

entre las temporadas de inviery verano (p=0,0004) (Fig. 4.25).
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Fig. 4.25: Cuantificacion por gPCR del numero de copias del gen ARNr 16S del filo Firmicutes
expresados como porcentaje detal de bacterias. Gris: Aménte Natural, Negro: Malas
Practicas y Blanco: Buenas Practicas.

Cuando se compararon las muestras de Fe@&t1 mediante DGGE pudo verse que el patron
de bandas obtenido era similar en todas lasstnais, con algunas bandas comunes a todos los
sitios y tratamientos. También se distingue ungpataracteristico que difencia a las muestras
segun la ubicacién geogréfica. Estiiferencias se hacen evidentn los andlisis de ANOSIM
donde las muestras agrupadas por sitios mostrdiferencias significativas (p=0,0001) (Fig.
4.26-C), mientras que en el agrupamiento mamientos no hubo difereas (Fig. 4.26-B). En
este analisis los valores de distancia entre lagi®i®s cuatro sitios seltaron menores que para
los otros tratamientos, aunque pruebgsost-hocentre pares de grupos no mostraron valores

significativamente diferges entre los grupos.
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Fig. 4.26: (A) DGGE de Firmices para el muestreo 4. NMmbiente Natural, M: Malas
Practicas y B: Buenas Précticas. (B y C)Buat- ANOSIM comparando tratamientos y sitios
respectivamente. Los valores de R y p correspoada comparacion entre tratamientos (B) y
entre sitios (C). Diferencias siditativas con valores de p<0.05.

Gammaproteobacteria

Uno de los grupos particularmente interesantesueios son las Gammaproteobacterias. A este
grupo pertenecen géneros coidibrosococcugPurkhold 2000, Koops 2003uno de los grupos
conocidos de oxidantes damonio, y géneros com8tenotrophomonasy Pseudomonas
frecuentemente aislados de sigel/ conocidos por su diveraid metabdlica y capacidad para
degradar distintos compuestos organicos.

A pesar de que no se vio que sea un grupo abundante en las muestras analizadas por

pirosecuenciacion y que no se camooligonucleotidos efectivos i@arealizar experimentos de
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gPCR sobre este grupo, se decidi6 analizar datos disponibles de pirosecuenciacion y
posteriormente ampliar el estudi@rupos internos de este taxon.
Los valores de diversidad no mostraron diferenciansiderables entreatamientos, salvo para

la localidad de Viale donde las MP poseervailor del indice menal resto (Fig. 4.27).
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Fig. 4.27: Curvas de acumulacion para leslores del indicede Shannon para la clase
Gammaproteobacteria calculados en base a segasninicas. VerdeNatural, rojo: Malas
Practicas y azul: Buenas Practicas.

De los grupos que componen este taxon los spueesultaron mayoritarios en las muestras
analizadas corresponden al orden Xanthomonsdaletre 43% y 62%), principalmente a las

familias Xanthomonadaceae y Sinobacteraceaen ymucho menor medida a los 6rdenes
Pseudomonadales y Legionellales. Ademas, cagram porcentaje de Gammaproteobacterias no
clasificadas de entre 25% y 50%.

Debido a que el grupo mayoritario correspondefaralia Xanthomonadaceae, y que es en este

grupo donde se dan las diferencias emtatamientos que se reflejan el total de la clase, se
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decidi6é disefar y sintetizar oligonucleétidos easficos para esta familia, para posteriormente
ser utilizados en experimentos de DGGEHBCR. Se obtuvo un oligonucleotido (denominado
Xan878F) que en combinacion con otros cebadoresnsales para el dominio bacteria permitié
llevar a cabo los experimentos.

Para determinar si las diferencias en el ménte secuencias de la familia Xanthomonadaceae
entre las muestras eran significativas se li@vaabo la cuantificacion mediante gPCR en todas
las muestras. Los resultados mostraron que exidifarencias significatas tanto entre sitios
(p=0,001) como entre tratamientos (p<0,0001Y.(Bi28). Los andlisis de comparaciones de las

medias mostraron que las d#acias fueron significativas &a los tres tratamientos.
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Fig. 4.28: Cuantificacion por qPCR del numero depias del gen ARNr 16S de la familia
Xanthomonadaceae expresados como porcentigé total de bacterias. Los colores
corresponden a los distintos tratamientos: Grégnbiente Natural, Negro: Malas Précticas y
Blanco: Buenas Practicas.

Por otro lado utilizando las secuencias de laggicuenciacion se conggd un arbol filogenético

para determinar la manera en la que se agrupas gscuencias (Fig. 4.2®ara el arbol solo se
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utilizaron las secuencias amptéidas a partir del oligonucledti 27F, en primer lugar para
disminuir la cantidad de secueagicomparadas en aproximadamente el 50%, y en segundo lugar

para utilizar la parte anteriatel gen de ARNr 16S donde seceentran las regiones variables

V1y V2 del gen del ARNr 16S (Baker 2003).

Fig. 4.29: Arbol de las secuencias de la pirosecuenciacion clasificadas como
Xanthomonadaceae. Solo se utilizaron las semasnamplificadas con el cebador 27F para
reducir el nUmero de secuencias en el arbobgservar las regiones variables al principio del
gen. Las secuencias con menos de 450 pb fuelilonnadas. Verde: Natural, rojo: Malas
Practicas y azul: Buenas Précticas. Cirosi Monte Buey, cuadrados: Bengolea, triangulos:

Viale y rombos: Pergamino.
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En el grafico se observa que no se forman graefisidos para ninguno des tratamientos ni

sitios y que todas las secuencias se distribuyen sin un patrén por todo el arbol,
independientemente de la muestra de la qoeigmen. Esto sugiere que las diferencias en
cantidad de secuencias entre las muestrae mieben a un Unico grupwnofilético definido, si

no méas bien a diferencias en la cantidad total de todas las bacterias de esta familia entre las
muestras de BP y MP.

Agosto 2009 Febrero 2010
Bengolea M. Buey Pergamino Viale Bengolea M. Buey Pergamino
N M B N M B N M B N M B N M B N M B NMBNMB
Septiembre 2010 Febrero 2011
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Fig. 4.30: DGGE de Xanthomonadacea. Cada undodegeles corresponde a un muestreo.
Utilizando una calle repetida como referencia en todos los geles (R) se pudieron alinear
perfectamente todas las muestras en un mismatisés y generar una sola matriz de datos. N:
Ambiente natural, M: Malas Préicas, B: Buenas Practicas. R: Corresponde a la muestra N de
Monte Buey de Febrero de 2011utilita como calle de referencia.
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Para ver si la composicion dedamunidad cambiaba con el tsanrso del tiempo, se analizaron
mediante DGGE los perfiles de todas las muestras. Las caracteristicas particulares de este
experimento de DGGE donde el tamafio dagfinento en de 400pb y no 200 pb como en los
casos anteriores, sumado al hecho de que asedgain grupo filogenéamente mas reducido, y

por lo tanto la cantidad de bandas es mensu yosicion mas definida, permitio generar una

matriz con los datos de todas las muegtnaiss a partir de @tro geles (Fig. 4.30).

Al comparar las muestras de los distintos fiempara cada combinacién de sitio y tratamiento

se encontré que existian diferencias significativas entre los sitios, mientras que los valores de
similitud entre tiempos se mantuvieron bajssigiriendo poco cambio entre los distintos
muestreos. El Unico valor que se mostro ail&s que la media emtrgrupos corresponde a las

MP de Viale, y los valores mas bajos, es d&s muestras mas similares corresponden a la

localidad de Bengolea para liwes tratamientos (Fig. 4.31).
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Fig. 4.31: Box plot-ANOSIM de las muestrde DGGE de la familia Xanthomonadaceae
separadas por tratamiento. Los valores de Rgnpos analisis corresponden a la comparacion
entre sitios. Diferencias siditativas con valores de p<0.05.

Al separar las muestras por tiempos, realzmnandlisis indepengiites por muestreo vy
comparamos los grupos formados por los distitrtsmientos y sitios. En el primer caso para
los cuatro ANOSIM donde las muestras estigtupadas segun los tres tratamientos, no
presentaron diferencias significeas en ninguno de los casos por lo que indica que no habria un
patrén comun de bandas caracteristico parguno de los tratamientos (Fig. 4.32).

En el caso de los resultados de la figura 4.33 sporedientes a las difereas entres sitios, al
agrupar los tres tratamientos se efgaron valores significativos geque indican diferencias
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entre los sitios para cada uno dg touestreos. Indicando que las difecias en el perfil de estas
comunidades esta determinado mayormente podifagencias geograficas. En estos andlisis

nuevamente puede verse que Bengolea lesddéidad donde existe menor variacion.

Los resultados obtenidos a partir del andlisisedi®e grupo sugieregue las poblaciones de
bacterias de la familia Xanthomonadaceae endistintas muestras no solo se encuentran
influenciadas por las caracteristicpropias de cada suelo, seguriugar geografico, sino que a

pesar de no mostrar diferengi@an su composicidn, responden cuantitativamente a variables
asociadas a los distintos manejos agricolas, y lo hacen de forma sostenida en el tiempo. Estas

caracteristicas podrian sugexieste grupo como un posilielicador de tratamientos.
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Fig. 4.32: Box plot-ANOSIM de las muestrds DGGE de la familia Xanthomonadaceae
comparando los tratamientos para cada uno lde muestreos. Los valores de R y p
corresponden a la comparaciontem tratamientos. Diferenciasignificativas con valores de
p<0.05.
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Fig. 4.33: Box plot-ANOSIM de las muestrds DGGE de la familia Xanthomonadaceae
comparando los sitios para cada uno de los meestrLos valores de y p corresponden a la
comparacion entre tratamientos. Diferéa significativas con valores de p<0.05.

Indicadores de Tratamiento

Los analisis de los datos de pirosecuenciatédnbién nos sirvieron para identificar posibles
grupos taxonomicos que pueden tener relevadesde el punto de vista funcional en las
comunidades y por esto servir como indicadtiiekgicos de los distintotipos de manejo. La
utilizacion de test estadisticalisefiados para detactgrupos indicadore@ndVal), aplicados
sobre los datos de pirosecuaidn, mostraron que determilts grupos de bacterias (OTUs
agrupados con valores de similitud al 95%) ensban diferencias significativas entre los
tratamientos MP y BP (Tabla 4.4).
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Trat. IndVal Frecuencia p g tamafo Filogenia

BP 0,86

(o]

0,028 0,041 100 Acidobacteria/Acidobacteria Gp1

MP 0,78 9 0,032 0,041 76 proteobacteria/Afproteobacteri®ubellimicrobium
BP 091 7 0,050 0,041 55 proteobacteria/Atiproteobacteria

MP 0,85 8 0,037 0,041 34 Actinobacteria/Actinomgetales/Micromonosporaceae
MP 0,75 8 0,043 0,041 28 Acidobacteria/Acidobacteria Gp16

BP 0,85 7 0,014 0,041 26 No clasificada

BP 0,83 6 0,044 0,041 23 No clasificada

MP 1,00 4 0,009 0,041 20 No clasificada

MP 0,80 7 0,038 0,041 20 Actinobacteria/ctinobacteria/Actinomycetales

Tabla 4.4: Resultado del andlisis de bustpede grupos indicadores (Indval). Trat.:
Tratamientos. Frecuencia: Numero de muestradas que fue encontrado el grupo. p: Valores

de signifcancia del indice menores a 0,05. g: Valores de la probabilidad de reportar un falso
positivo menores a 0,05. Tamafio: Numero de secuencias que componen el grupo. La
clasificacion filogenética corresponde a valores de bootstr8f%.

Ordenando los datos segun el tamafio de Igsogrencontrados, los mejores indicadores serian

un grupo de la clase Acidobacterigp1G(Indicador de BP), y el géneRubellimicrobium
(Indicador de MP).

Debido a que estos resultados estan basadosr@nrmaacion de la pirosecuenciacion que no es
estrictamente cuantitativa y solo provienen del primer muestreo, era necesario corroborar estos
datos cuantitativamente para todos los muestRars. tal fin se disefiam cebadores especificos

para ambos grupos y se iddron en ensayos de qPCR.

Acidobacteria Gpl

Para el grupo de Acidobacteria Gpl lostodade pirosecuenciacion mostraban grandes

diferencias entre la cantidad de secuencias dm&uy Malas practicas en tres de los cuatro

sitios (en Viale la diferencia no fue significativa).

Este grupo consta de 100 seaias que surgen del agrupamiento en OTUs con un valor de

similitud del 95%. Las secuencias de este gruptepecen en su mayoria a los tratamientos de
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BP, y por consiguiente sugiergune estos organismos serian syibles a ciertas condiciones
relacionadas con el tipo de manejo agricola.

Para realizar los ensayds gPCR, se disefiaron nuevos oligéediidos para unge y amplificar
selectivamente solo las secuencias del grupotdeém Los andlisis sabtas bases de datos de
secuencias del gen ARNr 16S indicaron quesestbadores solo pueden aparearse con 19
secuencias de las disponibles, de las culesorresponden al grupo Acidobacteria Gpl. Estas
secuencias tienen gran similitud con las gregtientes al grupo detectado como indicador y

agrupan juntas como un grupo monofilétitamtro de Acidobacteria Gpl (Fig. 4.34).
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Fig. 4.34: Arbol filogenético de secuenciad deupo Acidobacteria Gpl. En color negro se
muestran secuencias representativas de #&eclGpl de Acidobacteria tomadas de RDP. En
blanco estan representadas lascuencias de la pirosecuenciacion correspondientes al OTU
detectado como posible indicadddientras que en grise indican las secuencias provenientes
de la base de datos de RDP que segun los andlisidico pueden seamplificadas utilizando

los oligonucledtidos disefiados para el OTU indicador. Para la construccion del arbol las
secuencias con menos de 450 pb no fueron utilizadas.

Utilizando estos cebadores se encontré que las diferencias fueron significativas por tratamiento

(p<0,0001), sitio (p<0,0001) e interaccion ensitio y tratamiemt (p<0,0001) (Fig. 4.35).
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Debido a la presencia del efecto de interacciomeakzo una prueba dewctrastes entre los tres
manejos para cada sitio. Este analisis mostraetitéas significativas entre los tratamientos de
todos los sitios (p<0,05), conaepcion de Pergamino entre NAM#, y en Viale entre NA vs
BP y MP vs BP. Las muestras de Viale prédaban un muy bajo numero de este grupo de
Acidobacteria Gpl y al igual que sugerian los datos de piexsienciacion, las diferencias entre

los tratamientos no fueronactkmente distinguibles.
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Fig. 4.35: Cuantificacion por gPCR del numete copias del gen ARNr 16S del subgrupo de
Acidobacteria Gpl. Los colores corresponden a thstintos tratamientos: Gris: Ambiente
Natural, Negro: Malas Practicag Blanco: Buenas Practicas.

Género Rubellimicrobium

Diseflamos cebadores especificos para este géleelas alfaproteobacterias y los utilizamos
para cuantificar su abundancia mediante gPE&.encontré6 que el nimero de copias en las
muestras provenientes de las MP superaba enochs los casos a la cantidad detectada en las

BP, confirmando lo observado mediante pirosecaenim. Los analisis estadisticos de los datos
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obtenidos mostraron diferensiaignificativas entre sitios (p=0,0327) y tratamientos (p<0,0001).

(Fig. 4.36) Comparaciones osteriori de las medias para los @atientos dieron diferencias
significativas entre NA, MP y BP (p<0,05). Al igual que lo encontrado para el grupo de
Acidobacteria Gp1, este género parece respondmiadera diferente a las condiciones presentes

en los distintos sistemas de manejo agricola, pero en este caso observando un aumento de Iz

cantidad de bacterias en las MP.
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Fig. 4.36: Cuantificacion por gPCR dehumero de copias del gen ARNr 16S de
Rubellimicrobium. Los colores corresponden a los distintos tratamientos: Gris: Ambiente
Natural, Negro: Malas Préacticag Blanco: Buenas Practicas.

Propuesta para un Indice Biolégico de manejo agricola

Aunque los resultados de los grupos menaosaanteriormente presentaron una clara
correlacion con las diferencias entre tratamientos, la variabilidad entre muestras no permite
establecer valores absolutos que permiten diferelasdVP de las BP. Precisamente, la utilidad

principal de un indicador es padestablecer la calidade un suelo indepelientemente de la
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zona geografica o fluctuaciones temporales que puedan darde.t&wo, sugerimos en base a
los resultados generados en este trabajo leemmghtacion de un indice que permita determinar
aguellos suelos que estan sometidosianejos deficientes, y caalse encuentran en mejores

condiciones productivas.

Para generar el indice proponemos utilizar dat@stitativos obtenidos mediante gPCR de los
grupos de Acidobacteria Gpl Rubellimicrobiumque muestran respuesta a los efectos de
tratamientos. Utilizando los laes provenientes de las muastrde campos agricolas y un
ambiente natural préximoomo referencia de la abundanciacdda uno de los grupos en la zona,
se calcula la relacidéantre ambos grupos y se aplica el logaritmo.

El célculo del indice responde a la siguiente formula:

AcidobacterieGpl

Natural Acidobacteria Gpl

=Logio Rubellimicrobium

NaturalRubellimicrobium

Como resultado se obtiene gere aquellos lugares donde la oéden entre Acidobacteria Gpl y
Rubellimicrobiumes alta, los valores del indice segusitivos, lo cual indica caracteristicas
asociadas con las BP. Mientras que valores del indice negativos indican que la relacion entre los
dos grupos es menor que 1y esto correlaciona con las MP.

Para validar el indice propuestse calcularon los valores rpacada una de las muestras
estudiadas en este trabajo. iddhdo los resultados de laauificacion por gPCR para ambos
grupos de bacterias se calcularon los valoregspondientes del indicegun la ecuacion, y se

obtuvieron los valores de la figura 4.37.

De todos los valores obtenidosesgcontrd que solo tres morresponden con lo esperado segun
el manejo del cual proviendos datos. Sin embargo, los viade restantes de los distintos
tiempos para estas muestras responden de acuerdo a lo sugerido para el indice. Tanto para los

resultados positivos (BP) como negativos (MPYefnieron intervalos de confianza (95%) para
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el valor del indice. Teniendo en cuenta estoétds puede verse que claramente la mayoria de

las muestras determinadas superarakgr critico de dichos intervalos.
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Fig. 4.37: Valores del indicador dieatamiento determinados para las muestras de suelo. Las
cuatro barras de cada sitio y tratamiento corresponden a los distintos muestreos de izquierda a
derecha. Las Malas Préacticas (MP) corresponden al color negro y las Buenas Practicas (BP) al
color gris. Los intervalos de confianza (95%e) indican en gris gorresponden a las BP (0,24;

0,71) y MP (-1,31; -0,41). Las barraspresentan el error estandar.
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Discusién

En este trabajo nos hemos propaesttudiar la composicion dgs comunidades bacterianas en
suelos bajo distintos manejogi@glas con el fin de comprender como estos manejos afectan a la
diversidad y buscar variaciones en las comiadés de bacterias que puedan servir como

indicadores bioldgicos de las practieakas que es sometido el suelo.

En los Ultimos afios, frente al problema de areciente demanda de alimentos, principalmente

de granos, se incrementaron los efectos negativos sobre el suelo, tales como la erosién, la
desertificacion y la contaminacidfrente a estos problemas surgienuevas técnicas de cultivo

mas eficientes y una visibn mas amplia de dgroecosistemas, donde no solo son importantes

las caracteristicas de los cultivos, sino que tamloiéon los factores tlsuelo que permiten su
utilizacién de forma sustentable (Kirschemm&010, Lal 2009). Por estaquellos factores que
permiten conocer la calidad del suelo y predsai desgaste, se han convertido en poderosas

herramientas en la explotacion agricola (Bhardwaj 2011).

Se sabe que es extremadamente complejo estimar y estudiar la diversidad de bacterias en los
suelos (Gans 2005), debido a muclexstores propios del ambiente y a las limitaciones de las
técnicas utilizadas (Kakde 2010, Delmont 2011, Terrat 2012).

Debido a que este estudio fue llevado a caboestdimpos en produccién, existe un componente
de variabilidad adicional debidodiferencias en los ciclos daltivo propios de cada campo, en
contraste con lo que sucederia en un experondisefiado en escala piloto. De los tres manejos
definidos, MP y BP, y el contrdlA, las diferencias de como la actividad agricola afecta a los
suelos (suelos cultivado versus no cultivadas) claramente mas simples de definir que las
diferencias atribuibles s diferencias entre buenas y malas practicas agricolas. La distincion
entre estos dos sistemas de manejo se bashaiterio de rotacion de cultivos, fertilizacion,
manejo de plagas y uso de agroquimico$indi® por Aapresid (wwwaapresid.org.ar). Esta
categorizacion, definida por dichdactores, tiene claros efectgsbre el rendimiento de los
cultivos. Los datos muestran que los campdmides como BP producen una mayor cantidad

de granos (soja y maiz) que los lotedaanmismas areas definidos como MP.

Segun datos obtenidos por grupos de investigacion especializados en las caracteristicas fisicas y

quimicas sobre las mismas muestras aadis en este proyecto (Duval 2010, Duval 2012),
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existen diferencias en la concentracion de carlmwganico entre los ambientes naturales (NA) y
los ambientes bajo produccion agricola (BP y MgM).embargo este tipe analisis no permite
diferenciar entre los dos sistemas agricolasegtiediamos. De las otras caracteristicas quimicas
analizadas, como la concentracion de N y Bl pH, ninguna presentd correlacion con los
factores que definen a ldgerentes tratamientos.

En este contexto, encontrar marcadores biol&gige representen la situacion real de sistemas

de produccién agraria es un enorme desafio.

A partir del ADN obtenido de las restras de suelo se determin&émtidad total de bacterias.
Utilizando la técnica de gPCR se cuantificodantidad de copias del gen de ARNr 16S,
considerado un buen estimador de poblagomsicrobianas en muestras ambientales
(Landeweert 2003, Bach 2002). En esstudio se encontré que el numero de bacterias estimado
en las muestras ronda en el orden de entte 10" células por gramo de suelo. Estos valores
concuerdan con los sugeridos por estudios des @rupos de investig@n para este tipo de
ambientes (Torsvik 2002).

Los analisis estadisticos realizados sobre estos datos claramente mostraron que existe un efectc
del uso de las tierras paratow sobre la concentracion dadterias cuando se compara con los
ambientes naturales. Efectos similares han magortados por numerosos estudios en distintas
partes del mundo (Gosai 2010, Roesch 2007gide2010, Lin 2011), postulando a la actividad
agricola como un importante factor modificadt® la biologia del suelo. Nuevamente, estas
diferencias son visibles cuando @a@mparan sistemas muy distis, pero no sucede lo mismo
cuando se trata de ambientes que comparten maehass caracteristicgslas diferencias se
deben a pocos factores, como sicedte trabajo entre los sistemas agricolas de MP y BP. Al
igual que lo que se vio para los principaledicadores quimicos antes mencionados, el niumero

de bacterias no es un buen indicadediferencias entre distintos manejos bajo siembra directa.

Diversidad y composicion ddas comunidades de bacterias

Una de las principales caractitas que se estudido es conas distintas condiciones del
ambiente, ya sea producto de la variacién gdagr o del efecto de $odistintos manejos,
afectan a la diversidad bacteriana (@@08, Remenant 2009, Nemergut 2010). Para la

microbiologia ambiental una de las hipotesis @gichs mas interesantes es que si bien se
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desconoce la relacion entre diversidad taxonomicegion fisiologica parda inmensa mayoria

de los grupos bacterianos, perturbacioneseerambiente pueden generar cambios en la
diversidad, y en muchos casestos cambios estan asociadodeterminados grupos (George
2009, Fierer 2007, Schmid 2009). Por lo tanto & gue a pesar de nonocer esa relacion
diversidad-funcién, los grupos taxonOmicagsponden de manera predecible a las
modificaciones del ambiente (Lauber 2009).

Los valores de diversidad, estimados medianteas de rarefaccion o indices de Shannon, que
surgieron del andlisis de los datos de piroseciacion, mostraron que a nivel de la comunidad
de bacterias no existen difererxwignificativas en la diversidgatoducto de las caracteristicas
propias de los distintaambientes. Esto sugiere que las distintas regiones poseen caracteristicas y
condiciones capaces de mantener la misma dieetvacteriana y que las perturbaciones que
sufren como consecuencia de las diferentes pe&ctigricolas no tienefiectos marcados sobre
dicha diversidad. Resultados similares fuergroreados en experimentoscientes comparando
ambientes similares con dististmanejos (Yin 2010, Nacke 2011).

Sin embargo cuando se compardemestructuras de los dististtaxones bacterianos se vio que
claramente responden a un patrén de agrupamieotgdeo. Por lo tanto dien la diversidad

no se ve afectada, la estructura de lamwodades depende en mayor medida de las

caracteristicas regionales, que de los efedt los distintos manejos del suelo.

La combinacién de técnicas moleculares cualiatiy cuantitativas adoptada en este estudio
permitid obtener un enfoque completo sobrecdmposicion de las poblaciones bacterianas,
comenzando desde la comunidad, para lusagdundizar a niveles taxonomicos especificos.
Otro aspecto que se tuvo en daeal disefar el experimento flee posibilidad de estudiar los
cambios temporales. Para estudiar este @feet utilizaron la técnica de gqPCR permitid
determinar las variaciones en la proporciériadedistintos taxones y la técnica de DGGE para

comparar la estructura de las contlaties entre los distintos muestreos.

Se encontré que los grupos yuodtarios en todos los suelarrespondieronn a los filos
Actinobacteria, Proteobacteria (principalmente las clases Alfa y Beta), Acidobacteria y
Firmicutes, los cuales en conjunto representaedator del 70% del tdtale bacterias. Esta

informacion se corroboré tanto por los datos de pirosecuenciacion como de gPCR. Los grupos
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encontrados han sido comunmente reportadosswios como parte mayoritaria de las
comunidades bacterianas (Nacke 2011, Tang 2009, Oline 2006, Acosta-Martinez 2010).

Se encontraron diferencias entadeninados sitios para algun@iks y clases principales, por
ejemplo Acidobacteria, donde las muestras de NBIP yle Monte Buey son claramente distintas,

o las de Bengolea que muestran valores mas altos de diversidad que el resto de los sitios. Sin
embargo ni para este, ni paraguno de los otros taxones exgcontré un paén reproducible
asociado a los distintos sitios o tratamientoglireendo que los factores que caracterizan a los
distintos tratamientos no actlan menera drastica sobre la dividesl de las pdhciones en los
niveles taxondmicos superiores. Edifiere con lo reportado enros trabajos en los que se ha
reportado que diferentes manejos afectan sigtiifenmente los valores de diversidad de grupos
particulares. Actinobacteria, usualmente astiwiaon la degradacion de sustratos complejos
como celulosa y lignina, ha mosiamayor diversidad en pasturas naturales que en sistemas de
cultivo, especialmente monocultivo (Acosta-Martirg@08). En el caso de Acidobacteria se ha
visto que existe una alta correl@cicon el pH del suelo, pero esta relacion es evidente solo con

rangos relativamente ampdiale pH (Jones 2009).

En la mayoria de los casos las diferenciax@mposicion y abundancide filos bacterianos

entre sitios y tratamientos no fueron significativas, aunque para algunos grupos como
Acidobacteria, BetaproteobactegaFirmicutes se encontrara@igunas diferencias en cantidad
entre las distintas estacioned d&o. Esto ha sido reportado etnos trabajos (Habekost 2008,

Bell 2009) y se cree que tiene relacién con taperatura, las precipitaciones y la calidad y
disponibilidad de sustratos. Emiestro caso las diferencias ertemporadas se caracterizan no
solo por las diferencias climaticas, sino tambiénlpcgiusencia o presencia de cultivos en las
MP y cultivos de invierno o vena en las BP. Estas caracteristigaseran condiciones distintas,

lo que podria explicar las diferencias estademabservadas. Sin embargo estas diferencias
estacionales no parecen influir a largo plazo esédorcomposicion de las comunidades como lo

hacen los distintos usos y manejos del suelo (Drenovsky 2010).
Cuando se estudio la estructura de los filmBviduales mediante DGGE se pudo comparar el

perfil de cada muestrala largo del tiempo, y también cualegn las diferencias y similitudes

gue existian entre grupos de nmu&s segln sitio o tratamiento.
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En todos los casos se encontré que las mueg&adistintos tiempos para el mismo sitio y
tratamiento mostraban practicamente el mispatron de bandas. Esto indica una gran
estabilidad temporal en la composicion de las poblaciones. A diferencia de lo observado por los
datos cuantitativos, aqui los efestde las estaciones no se haeeilentes, sugiriendo que la
composicion taxonomica de la comunidad noveeafectada de lanisma manera que la
abundancia relativa de los distintos grupos. Redodtaimilares fueron reportados para suelos
trabajados con labranza convencional y muestiasdas a intervalos similares a los de este
trabajo (Smit 2001).

Otro resultado que se despde de los analisis de DGGENOSIM es que las comunidades
pueden agruparse mejor segun su similitud por sitios que por tratamientos. Estos datos, al igual
que los datos de pirosecuendis afirman el marcado provindiemo biogeografico que existe

para las comunidades de estolos. Esto estd en concordia con numerosos reportes que
sugieren que la biogeografia es uno de los principales componentes que influye sobre la
estructura de las comunidades (Martiny 2086,2008, Dequiedt 2009, Bissett 2010, Nemergut
2011).

Al comparar las muestras agrupadas segun kisis manejos se encontré que en todos los
casos las diferencias entre tratamientos rerofu significativas. Esto no significa que los
distintos manejos no puedan estar afectando la agtaude la comunidad, si no que no lo hacen
de forma drastica como para modificar completaméa estructura de la comunidad, establecida
histéricamente por factores biogeograficoEsta estructuracionjerarquica donde las
caracteristicas propias de los sitios predomsare los efectos de los tratamientos para dar
forma a la estructura de las comunidades sedta gn suelos tanto para el total de la poblacién
de bacterias, como para grupopezsficos en escalas que vanddeenas a cientos de kildmetros
(Ge 2008, Luke 2010, Ge 2010).

Una mirada mas profunda a menores nivelegedelucion filogenética indicé que para algunos
taxones las muestras no solaaggeuparon por sitios, sino quespendieron de forma consistente
en todas las localidades frente a los trédatos. La familia Xanthomonadaceae, mayoritaria
dentro de la clase Gammaproteobacteria, madife¥encias significativas en la cantidad de

secuencias segun los manejos agricolas. Essodta#os se detectaron por pirosecuenciacion
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para el muestreo de Agosto de 2009 y seoboraron por qPCR parados los muestreos. A

pesar de estos resultados no se encontrarariaedie que las difereias dependan de un taxon

en particular. Existen reportgarevios de incrementos substahes en la abundancia de
miembros de esta familia como resultado del aglegk fertilizantes en slos cultivables y en

la tundra de Alaska (JarthR008, Campbell 2010). Algunos géneros de esta familia han sido
aislados de suelos y suelen ser encontrados asociados cdas,plamstrando efectos
beneficiosos para el crecimiento y saludageplantas (Anandham 2008, Ryan 2009). Si bien las
caracteristicas de este grupo padrsugerirlo como indicaddriolégico de tratamiento, las
diferencias entre los manejos de MP y BP no son tan significativas como se las que se ven entre
NA y MP. Esto limita la utilidad de esta familia como indicador de efectos de manejo agricola,

pero tal vez podria servir comaarcador de efectos antropicos.

Propuesta de indicadores de manejo agricola

Otro objetivo importante de este trabajo fue detear la existencia de grupos taxonémicos que
a pesar de encontrarse bajo condiciones biogeogréficas distimbgsa(ia, tipo de suelo, clima,
etc.) respondiesen de la misma manera frankas alteraciones procidas por determinados
manejos a los que es sometido el suelo. Desgrinto de vista practico, estos grupos serian
importantes indicadores de calidad y de usdosdelo a escala regional. Algunas propiedades
fisicas, tales como estructura del suelo, capacite almacenamiento de agua y aireacion, asi
como también las caracteristicas quimicas, aclmalmente usadas como indicadores de la
calidad del suelo. Sin embargos lpropiedades de los microorganismos son consideradas como
mas sensibles y consistentes paranitorear los efectos del manejo en la calidad del suelo
(Garbisu 2011, Cluzeau 2012, Garteagasti 2012, Schimann 2012).

En este trabajo se utilizaron los datos de pawseciacion para detectar grupos de bacterias que
pudiesen ser utilizados como inddores bioldgicos utilizando ehfoque de indie del valor de
indicador (IndVval) (Dufrene 1997l uso del IndVal introdujo uenfoque que integra el grado
de singularidad (especificidag) la abundancia (fidelidad) den taxon dentro de un habitat
determinado en un uUnico valor indicador. Estétodo supera muchas de las limitaciones
asociadas con los métodos paramétricos y multiasiay es robusto en cuanto a las diferencias
en numero de sitio y abundancia de espe@sGeoch 1998). Debida que cada valor es

absoluto y se calcula de forma independientetdas taxones, este enfoque ayuda a superar el
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obstaculo impuesto por el escaso conocimieobresla taxonomia y eamjia de las bacterias y

se pueden realizar comparacisrdirectas entre los taxones les diferentes comunidades sin
ningun conocimiento previo sobre el papel fonal o respuesta anipada del taxon a una
perturbacion. Ademas, para gaes cantidades de datos restringe el andlisis a un menor nimero
de taxones y reduce enagrmedida los esfuerzos y costigsidentificacionde bioindicadores
(O’Neill 2009).

En los ultimos afios nhumerosos trabajos hdizado satisfactoriamente esta metodologia para
identificar la relacion entre determinados organismos y caracteristicas ecoldgicas del ambiente,
tanto para plantas y animales (Pencz2B09, Lachat 2012, Jacot 2012) como para
microorganismos, donde en muchos casos lacdad técnica para obtener gran numero de
secuencias dificulta el andlisis rfiend 2012, Keith 2011, Hartmann 2009, Koeppel 2012,
Deslippe 2012).

En este trabajo se obtuvo una serie de taxgnescumplian con el criterio de seleccion para
indicadores. En primer lugar, un grupo monaifi@ compuesto por 100 sencias dentro de la
clase Acidobacteria Gpl y ersegundo lugar el génerdrubellimicrobium de las
Alfaproteobacteria. En el primer caso se enctatnaen grandes concentraciones en las BP y en
bajas cantidades en las MP, mientras que sueeldianversa con elegundo. La abundancia de
estos grupos bacterianos fueron corroborati@sliante qPCR y las diferencias resultaron
significativas entre sitios y tramientos en todos los casos.

Los resultados fueron similares a los observastodos analisis de DGGE de Acidobacteria,
donde algunas de las bandas clasificadas c@pib mostraban el mismo comportamiento, y
daban indicios de ser un posildandidato para ser considdo como indicador biologico.
Acidobacteria Gpl ha sido reportado como uno de los grupos mas abundantes en suelos
(Campbell 2010, Jesus 2009, George 2009, EiclR@kl) y recientemente se han identificado
como degradadores de celulosa en bosquesieles acidos (Stursova 2012). Sin embargo su
funcidn en suelos agricolas a sido dilucidada y son neee®s mas estudios que aporten

informacion acerca de la ecologia de este grupo particular.

Tampoco es bien conocido el habitat del gémarbellimicrobium.Se conocen cuatro especies
de este génerd. thermophilum(Denner 2006)R. Aerolatum(Weon 2009) R. roseum(Cao
2010) yR. mesophilunfDastager 2008) de los cuales los dhiisnos han sido aisladas de suelos.

Un estudio reciente del impacto a largo tiempolal@gricultura sobre el suelo del desierto
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mostro queRubellimicrobiumesta entre las bacterias extreitadfque desaparecen del suelo con
la agricultura (Koberl 2011). Estos resultadosciemta forma concuerdan con los obtenidos en
nuestro trabajo que muestran que este géperdomina en los ambientes de MP donde las
condiciones del suelo, lejos de samilares a las de un desiertmn las menos favorables para
los cultivos, con menor cobertura del suelo, meetencion de humedad y baja disponibilidad
de nutrientes. Sin embargo, sera necesariestldio de este grupo a través de técnicas
gendmicas y de cultivo para comprender mejorak®ectos ecolégicos de estas bacterias en el

suelo.

La informacion obtenida de estos analisis quesstra las diferencias entre la abundancia de
bacterias en los diferentesat@mientos, sugiere que langbinacion de ambos grupos podria
servir como indicadores de manejo de suelosieaos dentro de los limites comprendidos por la
region agropecuaria pampeana donde fue realizado el eselimodo que utilizando esta
informacion propusimos un indice que se calculartirpgie la relacion eme las cantidades de
Acidobacteria Gpl yRubellimicrobiumnormalizadas por las cantidades respectivas de cada
taxdbn encontradas en ambientes naturaléxipos al campo que se desea calificar, y
transformada por aplicacion del logaritmo. Estéculo permite asignar a un suelo un valor que
tiene directa relacidon con su estado y determgiage trata de un suelo que ha sufrido un

deficiente manejo y por consiguiente sudzad y productividad seieron deterioradas.

Conclusiones y perspectivas

El extenso conocimiento y la informacion dispdaibobre la diversidad del gen de ARNr 16S
en combinacion con el reciente desarrojloaplicacion en ecologia microbiana de la
pirosecuenciacion (Sugiyama 201@&die 2011, Tamaki 2011) y el ude técnicas cuantitativas
como la PCR en tiempo real han mostrado gféiencia al momento de estimar y comparar
poblaciones microbianas en muestraviamales (Philippot 2009, Maron 2011).

Los estudio de los suelos y los distintosgesms que dan forma a las comunidades que lo
habitan no solo son importantes para comprenugor los procesos bioldgicos, sino también
para desarrollar politicasmbientales que preserven y aseglaegxplotacion sustentable de los

ambientes naturales y agricolas.
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Este trabajo provee informacion relevante acedea la distribucion y respuesta de las
comunidades de bacterias en suelos agricoksejados bajo distintos regimenes de siembra
directa en la region agropecuaria pampedn@s resultados obtenidos sugieren que las
caracteristicas de cada ambietitmen efectos distintos sobre daundancia de bacterias, de
aguellos que se observan solaeestructura taxondmica desl@oblaciones. Estos resultados
también han demostrado que las comunidadesbatderias en los suelos estudiados se
estructuran principalmente por las caracteristliiageogréaficas propias dada localidad, pero
distintos grupos responden de manera diferdrénte a las condiai@s generadas por los

manejos agricolas.

Los indicadores propuestos cumplen con muchobsl@eequerimientos nesarios para actuar
como buenos indicadores ecoldgicos (Dale 2001, O’Neill 2009). Son faciles de determinar, son
sensibles frente a la accion de los manejos dgsicy proveen una adecuada cobertura sobre un
relativamente amplio rango de variables ecoldgicas (egj. tipos de suelo, climas, tipos de cultivo,

etc.).

En funcion a los resultadosgsentados, la necesidad de antame el numero de muestras y
extender estos analisis a otras regiones pag tena cobertura mas amplia del comportamiento
de estos indicadores propuestosn el fin de validar su aplicén se convierte en uno de los

objetivos principales para el desarrollo de nuevos proyectos de investigacion.

Los datos obtenidos y las hipotegisonclusiones planteadas este trabajo podran extenderse
en el marco de un ambito mas amplio, dentdocdasorcio BIOSPAS, para integrarse con los
resultados provenientes de atidisciplinas y grupos de int&gcion y obtener una visién mas

global de los sistemas estudiados.
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