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Diversidad de las comunidades microbianas de los suelos pampeanos.

Enfoques ecoldgicos y metagendmicos.

El suelo es uno de los ambientes mas biodiversos y heterogéneos del planeta y
los ciclos biogeoquimicos que en él suceden son de suma importancia para la vida.
Estos procesos son llevados a cabo por microorganismos, mayoritariamente del grupo
Bacteria y Arquea. A su vez, el suelo es un recurso esencial para los seres humanos
ya que es su fuente principal de alimentos, pero como cualquier recurso natural, es
finito. Por lo tanto el estudio del impacto de las modificaciones agricolas en las
caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo y por ende en los procesos del

ecosistema, es imprescindible.

El 50% de la superficie de Region Pampeana esta dedicada a la agricultura. El
impacto de las practicas agricolas sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo, ha sido ampliamente estudiado en la region. Sin embargo, y mas alla del gran
esfuerzo realizado, todavia hay una deuda por comprender las consecuencias del uso
agricola sobre la biodiversidad y procesos bioldgicos. El trabajo aqui presentado
pretende saldar parte de esta deuda estudiando el impacto que ejerce la agricultura
sobre las comunidades bacterianas de suelos de la Region Pampeana. Se utilizaron

técnicas de metagenémica y un enfoque ecolégico.

El primer capitulo se centré en estudiar el impacto de mas de 100 afnos de
agricultura sobre la estructura de las comunidades microbianas y sus perfiles
metabdlicos (metagenémicos). Se encontraron diferencias significativas entre

comunidades de suelos con y sin historia de manejo agricola.

El segundo capitulo se dedic6 a la comparacion de dos sistemas de labranza.
Se estudié la estructura de diversidad y el perfil metagenémico de comunidades de
suelos bajo labranza convencional y bajo siembra directa. Vimos que las comunidades
difirieron en su composicién taxonémica y metabdlica segun el tipo de labranza a la

cual fueran sometidas.

El objetivo del tercer capitulo fue determinar el patrén regional de distribucién
bacteriano. Este analisis se realiz6 dentro del marco de la Teoria de Metacomunidades
y utilizando datos de suelos con y sin historia de manejo de una transecta Este-Oeste

que abarcéd el gradiente edéfico y climatico completo de la Region Pampena. Los



resultados mostraron que los efectos de la dispersion fueron mas importantes que los
efectos contemporaneos a nivel regional, enmascarando asi los impactos locales

generados por el uso agricola.

Palabras clave: ecologia microbiana, microbiologia de suelos, Region Pampeana,
metagenomica, agricultura.



Diversity of soil microbial communities of The Pampas.

Ecological and metagenomic approaches.

Soil is one of the most biodiverse and heterogeneous environments of Earth.
Soil bio-chemical processes are essential for life and are carried out by
microorganisms, mainly Bacteria and Archaea. Moreover soil is very important for
humans, since it is the main source of food; but as any other natural resource it is not
limitless. Though studying the impact of agriculture on soil physical, chemical and
biological characteristics, and hence on ecosystem processes is imperative.

The 50% of Pampas surface is devoted to agriculture. The impact of agricultural
practices on soil physical and chemical properties has been extensively studied in the
region. However, beyond the great effort made, there is a debt yet to understand the
consequences of agriculture on biodiversity and biological processes. The work
presented here aims to repay part of this debt by studying the impact of agriculture on
soil bacterial communities of the Pampas. We used an ecological approach and 50% of
the surface of Pampas is devoted to agriculture. The impact of agricultural practices on
soil physical and chemical characteristics has been extensively studied in the region.
However, beyond the great effort made, there is a debt yet to understand the
consequences of agricultural biodiversity and biological processes. The work presented
here aims to repay this debt of studying the impact that agriculture on soil bacterial
communities of the Pampas. We used an ecological approach and metagenomics.

The first chapter was focused on the study of the impact of over 100 years of
farming on the structure of microbial communities and their metabolic (metagenomic)
profiles. Significant differences between communities of soils with and without a history

of agricultural management were found.

The second chapter is devoted to the comparison of two tillage systems. We
studied the structure and metagenomic profiles of soil communities under conventional
tillage and no-tillage. We found that communities differ in their taxonomical composition

and metabolisms.

The aim of the third chapter was to determine the regional pattern of bacterial
distribution. This analysis was performed within the framework of the theory of
metacommunities. We sampled soils with and without soil management history, in an

East-West transect that spanned the entire climatic and edaphic gradient of the



Pampas. The results showed that dispersion was more important than environmental
contemporaneous effects at the regional level, thus masking local impacts generated

by agricultural use.

Key words: microbial ecology, soil microbiology, Argentine Pampas, metagenomics,
agriculture.
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Toda la Tierra es una sola alma,
y somos parte de ella.

No podran morir nuestras almas.
Cambiar, si que pueden;

pero no apagarse.
Somos una sola alma,

como hay una sola Tierra.

Toda la Tierra- Canto Mapuche

Abel Kuriiuinka
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INTRODUCCION




El suelo

El suelo es la capa mas externa de la corteza terrestre, es la interfase entre la
atmésfera y la litdsfera. Esta capa esta compuesta por cinco ingredientes principales:
minerales, materia organica, organismos vivos, gases y agua. Los minerales estan
divididos en tres tipos: arenas, arcillas y limos. Los porcentajes de estos tres
componentes definen la textura del suelo. La materia organica esta compuesta por
restos de microorganismos, animales y plantas en descomposicién y es un ingrediente
critico de la composicién del suelo. La cantidad de materia organica es, sin duda, uno
de los mejores indicadores de la calidad agronémica y fertilidad de un suelo [1].

El suelo es uno de los principales proveedores de servicios al ecosistema [2]. Es el
depdsito de nutrientes y agua para las plantas terrestres; previene de inundaciones;
filtra contaminantes; regula la emision de gases y principalmente cicla y recicla
elementos y moléculas esenciales para la vida (Figura 1).

Escurridoy

sedimentacion Emision de gases y R
erosion edlica Erosion hidrica

subterranea

Lixiviacion de agua y de
materiales disueltos

Figura 1: Procesos y servicios ambientales del suelo. Adaptado de Needelman, 2013 [1].

Por sobre todas las cosas, los suelos son habitat de una numerosa diversidad de
organismos. Muchos de estos servicios para el ecosistema se estan perdiendo por
degradacién y pérdida de suelos en algunos lugares del mundo. Es uno de los
principales retos para la humanidad durante este siglo conservar, optimizar y restaurar
los servicios ambientales del suelo [3].



Diversidad de microorganismos en el suelo

El suelo es probablemente el ambiente mas desafiante para el estudio por parte de los
microbidlogos debido a la alta diversidad de especies microbianas que en él habitan.
Se estima que un gramo de suelo de bosque contiene 4x10’ células procariotas,
mientras que un gramo de suelo agronémico o de pastura contiene 2x10° células [4].
Estudios de re-asociacién cinética de ADN extraido de distintos genomas procariotas
han estimado que existen entre 2.000 y 18.000 genomas por gramo de suelo [5, 6]. Al
haber excluido especies raras del estudio, estos numeros pueden ser aun
subestimaciones de la realidad.

Los microorganismos no solo usan al suelo como habitat y fuente de recursos y
energia, sino que contribuyen a su formacion influenciando sus caracteristicas fisicas y
quimicas y al resto de los organismos, sobre todo vegetales, que crecen en él. A su
vez y en viceversa, la variacion de los factores de formacion de suelo (clima,
topografia, historia geoldgica y uso por parte del hombre) determinan los factores

fisicos y quimicos del suelo que influencian a los organismos que en él habitan.

La estructura del suelo es uno de los factores mas influyentes sobre las comunidades
de microorganismos. La formacién de complejos entre la arcilla y la materia organica y
la estabilizacion de agregados formados por particulas de arcilla, limo y arena,
conforman la estructura de la matriz del suelo. El tamano de los agregados es de 20-
250 um para microagregados y mayores a 250 um para macroagregados [4, 7]. Los
microorganismos del suelo suelen estar adheridos a particulas de suelo como granos
de arena o complejos de materia organica y arcilla. Se generan asi distintos micro-
habitats que incluyen a las paredes de los agregados y también el espacio de poros
dentro y entre ellos [8, 9]. La estructura va a determinar ademas la cantidad de
humedad retenida por el suelo y la conformacién de gradientes de disponibilidad de
agua en los micro-habitats.

La materia organica es la principal fuente de carbono y nitrbgeno para los
microorganismos y puede variar en cantidad y en composicién quimica. Esta depende
de factores como el tipo de vegetacion, clima, material parental del suelo, nivel de
drenaje y la actividad de los microorganismos. La combinacién de estos factores
definird la cantidad de sustancias humicas presentes en la materia orgénica. El tipo de
composicion de la materia organica determina el grado de disponibilidad para los
microorganismos: a mayor cantidad de sustancias humicas, mas recalcitrante se
vuelve. Los materiales organicos provenientes de desechos vegetales de arboles

caducifolios 0 de heces animales suelen poseer sustancias organicas mas labiles.

2



Mientras que los rastrojos de coniferas, por ejemplo, poseen mayor cantidad de lignina
y polifenoles que son de mas dificil acceso para los microorganismos [10].

El pH del suelo es otra caracteristica importante ya que va a determinar la
disponibilidad de iones escenciales para el metabolismo de los microorganismos. El
nivel de fosforo disponible también depende del pH, siendo mayor a pH 6-7. La
supervivencia de los microorganimos a distintos pHs esta bien documentada; la
mayoria de los microorganismos crecen a pH entre 4 y 9, aunque esta reportada la
existencia de organismos acidoéfilos en suelos que crecen a pHs cercanos a 1 [10].

Entonces, el metabolismo y la supervivencia de los microorganismos del suelo estan
relacionados directamente con la disponibilidad de agua y de nutrientes. La compleja
estructura del suelo, genera un nivel de heterogeneidad de habitats donde nutrientes y
agua tienen distintos grados de disponibilidad, esto se observa tanto a escala
microscopica como a nivel del paisaje. Es sabido que la gran biodiversidad de
microorganismos encontrada en los suelos esta ligada a esta amplia variedad y
gradiente ambiental. Sin embargo, aiun es necesario mucho trabajo para la llegar a
comprender los procesos que generan la biodiversidad de microorganismos del suelo.

Estudio de la diversidad microbiana del suelo: del cultivo a la pirosecuenciacidn

Como se dijo en la seccion anterior el estudio de la diversidad del suelo es un uno de
los retos mas desafiantes para los microbiélogos. La principal dificultad que enfrenta la
ecologia microbiana de suelos esta dada por la gran diversidad de organismos, pero
también por la complejidad del ambiente. A su vez la ecologia microbiana, en
comparacion con la ecologia de macroorganismos, se encuentra limitada por la

cantidad y calidad de teorias ecol6gicas especificas para microorganismos [11].

La mayor limitacion que enfrentaron histéricamente los eco6logos microbianos y
microbidlogos fue la imposibilidad de observar a los microorganismos. Se ha
dependido de los cultivos de laboratorio para ello; pero solo entre el 0,1% a 1% de los
microorganismos del suelo pueden ser cultivados usando técnicas estandar de
laboratorio [5, 12]. Debido a esto solo una pequefia porcién del pool de diversidad de
microorganismos del suelo ha sido caracterizado [13]. Se han realizado innumerables
esfuerzos para mejorar las técnicas de cultivo, en la mayoria de los casos con gran
exito [14-16]; sin embargo el gran avance en el estudio de la diversidad de
microorganismos del suelo, se dio al empezar a usar técnicas independientes de

cultivo basadas en andlisis de acidos nucléicos [17-20]. El analisis de ADN extraido
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directamente de suelo permite obtener informacion de la composicion genética y
filogenética de la comunidad de microorganismos que en él habitan. Estos analisis se
realizan mediante la amplificaciébn de marcadores conservados que permitan definir
filogenia y/o taxonomia de los microorganismos presentes en la muestra estudiada.
Para reconstruir relaciones filogenéticas es necesario que la secuencia de ADN
amplificada refleje la distancia evolutiva entre los microorganismos. Para Bacteria y
Arquea suele utilizarse como marcador el gen de la subunidad ribosomal 16S [21-23].
Woese fue el primero en utilizar secuencias de genes de 16S ARNr para construir
arboles filogenéticos [24]. La eleccion de este marcador se basa en que es buen
crondmetro evolutivo: esta presente en todos los organismos y algunas zonas de la
secuencia se encuentran bien conservadas (ideales para disefar primers) y otras son
divergentes [25]. Se han utilizado también otro marcadores como ser dnaK33 (gen de
la chaperona HSP-70) [26], amoA, nifH y otros genes del metabolismo de nitrégeno
cuyas filogenias ya estan definidas [27, 28], sin embargo el gen de 16S sigue siendo el

mas utilizado para analisis de comunidades microbianas de suelos.

Existen varios métodos para analizar la informacion genética obtenida por
amplificacion del gen de ARNr 16S. El primer método (Figura 2) consiste en el armado
de bibliotecas mediante el clonado de las secuencias obtenidas en vectores. Los
clones son secuenciados mediante la técnica de Sanger, o de primera generacion [29,
30]. Las secuencias obtenidas pueden ser clasificadas taxonémicamente o utilizadas
para reconstrucciones filogenéticas. La desventaja principal de esta técnica es su falta
de practicidad, ya que se estima que para poder obtener una representacién adecuada
de la diversidad microbiana de una muestra de suelo se deben realizar mas de 10.000
reacciones de secuenciacion independientes, lo que es equivalente a analizar mas de
10.000 clones [31].



Muestra de suelo

Extraccion de ADN

ADN Genodmico

PCR y clonado

7 <. Secuenciaciéon-Sanger
TTTGTARA-TCTTCAGATAA. . .

TTTGTCAAGTCTTTGGTGAA. . .

TTTGTCAAGTCTTTGGTGRA . . . . J ..
Clasificacion y

comparacion de

[/ Secuencias
\ |

£

.

Bacteria . O —— i
Analisis ecologicos
Archaea y filogenéticos

Figura 2: Analisis de diversidad microbiana dependiente de PCR y clonados. Adaptado
de Green et al. 2005 [32].

Otros métodos de analisis de secuencias marcadores se basan en analisis de huellas
genéticas digitales o fingerprints. Estos métodos aprovechan diferentes propiedades
de las secuencias amplificadas como ser: su longitud, presencia o ausencia de sitios
de restriccién, estructura, etc. Son métodos rapidos que permiten analisis
comparativos entre comunidades de microorganismos. Entre los métodos mas
utilizados podemos mencionar al Andlisis de Polimorfismos de Longitud en
Fragmentos Terminales de Restriccion (T-RFLP) [33, 34] y la Electroforesis en Gel de
Gradiente Desnaturalizante (DGGE) [35].

Para la técnica de DGGE el ADN es extraido de las muestras de suelo y amplificado
por PCR con primers especificos que contienen una secuencia llave (clamp) que
permite que la molécula permanezca en el extremo como doble cadena. Luego las

muestras se corren en un gel de poliacrilamida con un gradiente creciente de



concentracion de agentes desnaturalizantes (formamida y uréa). Esta electroforésis
permite la separacion de las moléculas amplificadas de ADN segun su secuencia: las
diferencias en nucle6tidos implican diferencia en el grado de desnaturalizacién
alcanzado por las moléculas. La especificidad en el grado de desnaturalizacion
permite obtener asi un perfil genético representativo de las comunidades analizadas.
Las bandas diferenciales obtenidas pueden ser escindidas del gel y secuenciadas
mediante la técnica de Sanger. La principal desventaja que tiene esta técnica, es que
si bien los perfiles son especificos de cada muestra, no se pueden adjudicar las
bandas del gel a taxones unicos. Los fragmentos de ADN pueden tener las mismas
caracteristicas de movilidad incluso perteneciendo a especies distintas, de esta
manera un conteo de bandas estaria subestimando la diversidad. Por este motivo no
es un buen método cuantitativo de diversidad [36].

El andlisis por T-RFLP consiste en la digestion del ADN con una enzima de restriccion.
Se obtiene de esta forma un perfil de tamaro de fragmentos de ADN que es especifico
de cada muestra analizada. Los perfiles son revelados en electroforesis en geles de
poliacrilamida. Es una técnica que permite comparacion entre comunidades pero que

no es util para evaluar diversidad o detectar grupos taxonémicos especificos [36].

La principal ventaja de los métodos de huella genética es su simplicidad y rapidez. Son
buenos para comparacién entre comunidades, pero como ya se menciond son débiles

para estimar diversidad y composicion taxonémica.

Para entender los procesos que suceden en el suelo también es importante estudiar la
diversidad funcional de las comunidades microbianas. El estudio de las capacidades
metabdlicas de las comunidades del suelo dependié también, como el estudio de la
biodiversidad, de aislamientos y cultivos selectivos en el laboratorio. Se han
desarrollado numerosas pruebas bioquimicas para detectar distintas actividades
enzimaticas y metabolismos microbianos. Una de las mas utilizadas es el ensayo de
BIOLOG™, que consiste en un set de palcas de 95 sustratos a los cuales se expone la
muestra ambiental. Se puede determinar asi un perfil fisiolégico de las comunidades
(CLPP) presentes en las muestras evaluadas. La principal desventaja de este método
es la limitada cantidad de evaluaciones. Ademas los resultados muestran las
actividades metabdlicas de los organismos que mas rapido responden en las placas,
no in situ en su ambiente de origen [37]. Para superar estas complicaciones, el estudio
de las capacidades metabdlicas y funcionales de las comunidades microbianas del
suelo comenzé a basarse, también, en el analisis de acidos nucléicos. La

metagendmica estudia los genomas presentes en una comunidad ambiental. No se



limita solo a una regién particular o gen, sino que intenta dilucidar todas las
caracteristicas metabdlicas de las comunidades microbianas.

Los primeros pasos en la metagenémica de suelos fueron los mismos que para la
determinacién de biodiversidad usando herramientas moleculares. Para acceder a los
genomas de los microorganismos era necesario preparar bibliotecas. Para ello se
extrae ADN directamente de la muestra de suelo y luego de una digestién con enzimas
de restriccién o ruptura mecanica, se clona en vectores (Figura 3) [38]. Si bien este
proceso parece sencillo, el tamano del metagenoma de una muestra de suelo hace
que la cantidad de clones a evaluar para tener una representacion robusta del mismo
sea enorme. La etapa de screening de los clones se vuelve asi una tarea muy
laboriosa. El screening puede ser funcional, expresando las secuencias clonadas en
organismos huésped (e.g. Escherichia coli); o puede basarse en la inferencia de la
funcién mediante la secuenciacion del fragmento de ADN clonado.
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Figura 3: Construccion de bibliotecas metagenomicas. Adaptado de Daniel, 2005 [38].



La llegada de los sistemas de secuenciacion por sintesis o pirosecuenciacion [39] de
alto rendimiento dieron solucién a la mayoria de los problemas arriba mencionados
para el andlisis de la diversidad de suelos. Las tecnologias de secuenciacion de
segunda generacién se volvieron un método simple, rapido y barato para el andlisis de
comunidades microbianas en comparacion con los laboriosos métodos basados en
bibliotecas de clones [40]. También resuelven parte de los problemas de los analisis
de fingerprint ya que permiten la identificacién de todas las secuencias, obteniéndose
asi una cuantificacion correcta de la diversidad microbiana. Los investigadores
comenzaron entonces a utilizar estos métodos para el andlisis de comunidades

microbianas de suelos [41-43].

La principal ventaja de las tecnologias de segunda generacién es su capacidad de
generar millones de secuencias representantes de una comunidad microbiana sin la
necesidad de armar bibliotecas de clones (Figura 4). Por ejemplo, con la tecnologia de
454-Roche [44] pueden obtenerse hasta 1,3 millones de secuencias de un largo
promedio de 400-600pb en cada corrida de secuenciacién, comparado con las 96
secuencias de una placa completa en el sistema de Sanger. Por otro, lado el método
permite el etiquetado de ADN generando la posibilidad de secuenciar mdultiples
muestras a la vez. En resumen, en un primer paso del método de 454-Roche, el ADN
de suelo es fragmentado mecanicamente. Luego copias clonales de los fragmentos
son producidas por PCR en emulsion sobre perlas de 28 um (i.e. cada perla tendra un
solo fragmento original de ADN copiado miles de veces). Luego de romper la
emulsion, las perlas son tratadas con un desnaturalizante para recuperar s6lo ADN
simple cadena. Se hibridiza después un primer de secuenciacién a cada molécula de
ADN presente en las perlas. A continuacion se produce la pirosecuenciaciéon. Para ello
las perlas son depositadas en una picoplaca con pocillos de tamano tal que quede
depositada una perla unica por pocillo. La secuenciacion se produce por sintesis, cada
ciclo consiste en la introduccion de uno de los cuatro nucleétidos mediante una
polimerasa. A su vez la incorporacion es seguida de la adicién de luciferina, la cual
emite luz. Esta senal luminica, que es capturada por una camara, indica la adicién del
nucleétido en cada pocillo. Se producen suficientes ciclos de A,G,C,T para completar
secuencias de un promedio de 500 pb [45] (Figura 5).
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Figura 5: Protocolo de secuenciacion para el método de 454-Roche. Adaptado de Mardis,
2008 [46].

Para el andlisis de comunidades microbianas se utilizan dos enfoques de
secuenciacion de alto rendimiento: amplicon sequenicing y shotgun (Figura 6). El
primero se basa en la amplificacion de un gen o regién de un gen de interés. Para el
estudio de diversidad y composiciéon de comunidades microbianas el gen de 16S ARNr
sigue siendo el marcador mas utilizado. Sin embargo por la limitacién en la longitud de
las secuencias producidas se amplifica solo una region del gen. El gen de 16S ARNr
consiste en secuencias conservadas espaciadas por secuencias variables que
incluyen nueve regiones hiper-variables (V1-V9) (Figura 7). Alguna de estas regiones o
combinaciones de ellas se eligen como, entonces, como amplicdn. La regién V4 ha
sido muy utilizada ya que el proyecto Ribosomal Data Base Project [47],
recoleccién de datos de diversidad basados en el gen 16S ARNr, ha propuesto la
misma y ha disefado y publicado uno de los primeros pares de primers para usar con
la tecnologia de 454- Roche. Usar solo una porcion del gen de 16S ARNr produce
pérdida de sensibilidad respecto de usar el gen entero, sin embargo es posible
identificar altos niveles taxonémicos y la cantidad de informacion obtenida y la
robustez del andlisis que puede obtenerse, superan esta desventaja [48].

10



Recoleccion de — 5 Metadata
muestras de suelo

Y

Extraccion de ADN

l l

Shotgun 1— Amplicon _l
16S Otros
v l
Comparacion
__con genomas Egrslacn;::?io Generacion Busqueda
de referencia g de OTUs entiD
Tabla de Tabla de
abundancias __j abundancias
Anotacion . Prediccion de ORFs de OTUs de taxa
-Diversidad funcional . 5 ,
- Biodiversidad
-Genes y vias metabdlicas =Composicion taxenémica

-Métricas ecolégicas

\_9 Correlaciones 4_|‘

Figura 6: Esquema de un proyecto de analisis de diversidad microbiana de suelos
utilizando tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. Adaptado de Weinstock,
2012 [48].

Figura 7: Estructura de las regiones variables y conservadas del gen de ARN ribosomal
16S. Adaptado de Petrosino et al. 2009 [49].
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Para el andlisis de biodiversidad basado en amplicones 16S pueden seguirse dos
caminos: analizar un perfil de la diversidad de la comunidad y/o analizar su
composicion taxonémica. La forma mas intuitiva de determinar el perfil de diversidad
es cuantificar las especies presentes, pero definir especies entre microorganismos no
es tarea sencilla [50]. Una solucion para este problema es definir unidades
taxonémicas operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés). Suele utilizarse el 97%
de similitud entre secuencias para definir un OTU (para Bacteria y Arquea). Existen
distintos métodos para agrupar secuencias en OTUs y se dividen entre: aglomerativos,
divisivos y de particion [51, 52]. Por su lado, los métodos de clasificacion taxondémica
mas utilizados suelen seguir alguna de las siguientes estrategias: a) alineamientos
pareados contra un set de secuencias de referencia con identidad taxonomica
conocida (e.g. BLAST) [53]; b) comparacidn de la composicion de las lecturas con una
referencia de entrenamiento utilizando “k-meros”, o “palabras” de una n longitud de
pares de bases [54];0 ¢) métodos basados en filogenia que asignan la clasificacion

buscando la secuencia mas cercana en una filogenia de referencia [55].

La estrategia de shotgun se utiliza para analisis metagenémicos que incluyen el
estudio de la diversidad funcional de las comunidades microbianas (Figura 6). Esta se
basa en la secuenciacién directa del ADN gendmico extraido de las muestras de
suelo. El andlisis de las secuencias metagenémicas producidas se centra en su
anotacion funcional. Para ello el primer paso es la identificacion de marcos de lectura
abiertos (ORF). Un ORF bacteriano promedio es codificado por aproximadamente 900
nucleétidos, una longitud mayor que la de las secuencias generadas por las
tecnologias de pirosecuencuacién. Existen dos métodos para identificar ORFs en
secuencias cortas. El método mas sencillo se basa en busqueda por homologia (e.g.
BLAST) contra una base de datos [56]. El segundo método utiliza algoritmos de
prediccién de genes [57-59]. Los péptidos predichos necesitan ser luego comparados
contra una base de datos de referencia para asignarles una anotacién funcional. Entre
las bases de datos mas utilizadas se encuentran las de Gene Ontology (GO) [60], la
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG) [61], el sistema de Cluster of
Orthologus Groups (COGQ) [62] y la base de datos basada en subsistemas SEED [63].
El proceso de asignacion funcional puede realizarse utilizando varios servicios
gratuitos brindados por distintas instituciones [64-66]. La clasificacién taxondémica de
secuencias de metagenomas generados por pirosecuenciacién también es posible y
suele realizarse por homologia utilizando, por ejemplo, BLAST o modelos ocultos de
Markov (HMMM) [67].
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En resumen las nuevas tecnologias de secuenciaciéon han traido grandes ventajas al
estudio de la microbiologia de suelos y a la determinacion y andlisis de su diversidad.
Es por ello que estdn siendo cada vez mas utilizados por distintos grupos de
investigacion en todo el mundo. En el presente se encuentran en desarrollo varios
proyectos internacionales con el objetivo de analizar la biodiversidad de suelos
utilizando herramientas de ultima generacion. Entre ellos se destacan: "TerraGenome"
[68], "DeepSoil" y los proyectos llevados a cabo por el Departamento de Energia de
los Estados Unidos [69]. Todos ellos tienen como objetivo caracterizar la biodiversidad
y taxonémica y funcional de distintos tipos de suelos: de praderas, de bosques,
agricolas, etc. Ademas estudiaran los efectos de distintos fenémenos sobre las
comunidades microbianas: cambios de clima, efecto invernadero y emisién de gases,

manejos agricolas y otro disturbios generados por el hombre.

Ecologia de comunidades: el estudio de la biodiversidad

La biodiversidad de un ambiente o habitat se estudia en el marco de la ecologia de
comunidades. Por definicibn una comunidad es un grupo de especies que
interaccionan en un lugar determinado en un tiempo determinado. Para el andlisis de

comunidades microbianas hablaremos de OTUs en vez de especies.

Se han definido tres niveles de diversidad para el estudio de comunidades. La
diversidad alfa se refiere a la diversidad de un habitat o sitio. La diversidad beta se
refiere a la diversidad entre habitats o sitios. Finalmente la diversidad gama se
encarga de la diversidad a grandes escalas y combina componentes de la diversidad
alfa y beta [70]. Nosotros nos vamos a basar en el estudio de la diversidad beta ya que
los objetivos del trabajo son principalmente comparativos.

Whittaker definié a la diversidad beta como la variacion en la composicion de especies
entre sitios dentro de una regiébn o area de interés [70]. EI numero, identidad y
abundancia de especies define la composicién de una comunidad. Whittaker también
definié que la diversidad beta puede medirse a partir de la presencia-ausencia de
especies 0 a partir de los datos cuantitativos de abundancia. Si la diversidad beta se
mide entre pares de sitios esta puede variar de par a par. Para analizar este tipo de
variaciones se utilizan distancias ecoldgicas. La ventaja del uso de distancias es que
se puede resumir la variacion en la composicién de especies en un solo valor; la
desventaja es que se pierde la informacion sobre la identidad de las especies. Una

buena distancia ecolégica es la que logra describir las diferencias entre la composicion
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de especies. Para sitios que comparten la mayoria de las especies la distancia sera
pequena, mientras que para los sitios con pocas especies en comun la distancia sera
grande. Existen numerosas posibilidades para el célculo de distancias ecolégicas
(Figura 8). Las distancias pueden clasificarse de varias formas. Por ejemplo por el tipo
de valor que se calcula: hay distancias que se miden en el intervalo entre cero y uno.
Cuando los valores son cercanos a cero los sitios comparados tiene una composicion
similar de especies, mientras que si el valor se acerca a uno implica que la
composicion varia entre sitios. Las distancias de Bray Curtis y Kulczynski se
encuentran entre las de este tipo. Otras distancias calculan valores no restringidos,
que pueden ser mayores a uno. Este es el caso de las distancias euclidiana y de
Hellinger. Otras medidas de distancia tienen en cuenta solo las diferencias en

presencia y ausencia de especies, entre ellas: Jaccard y Sorenson [71].
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Figura 8: Formulas para el calculo de de distancias ecoldgicas entre dos sitios
hipotéticos A y C. Donde a corresponde a indica la abundancia de especies en el sitio A
y c la abundancia de especies en el sitio C. Adaptado de Kindt, 2005 [71].

Biogeografia: microorganismos en el mapa

La biogeografia abarca el estudio de la biodiversidad en el espacio y en el tiempo. Su
objetivo es determinar donde viven los organismos, cual es su abundancia, y cual es la
causa de la misma. Intenta explicar los mecanismos que generan y mantienen la

biodiversidad, como ser la especiacién, la extincion, la dispersién y las interacciones
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entre organismos [72]. Desde el siglo XVIII que los ecélogos se ocupan del estudio de
la biogeografia de animales y plantas, sin embargo el estudio en microorganismos fue
posible a partir de la aparicion de técnicas independientes de cultivo que revelaron la
verdadera magnitud de la diversidad [23, 73]. Existe, sin embargo, un debate sobre si
hay realmente un patrén biogeografico de microorganismos [74, 75].

Uno de los principales objetivos de la biogeografia es poder discernir entre la
influencia de factores contemporaneos, como son los factores ambientales, y factores
historicos. En este marco se pueden distinguir cuatro hipétesis alternativas [76]. La
primera seria la hipétesis nula que dice que la distribucién de los microorganismos es
obra del azar. La segunda hipétesis estd a favor de los factores ambientales
contemporaneos. Esta hipoétesis es concordante con el postulado de Baas-Becking
para taxones microbianos que dice que "todo esta en todas partes, pero el ambiente
selecciona" (en inglés: “everything is everywhere but environment selects’, y en
holandés, idioma original: "alles is overal: maar het milieu selecteert") [77]. Que el
"ambiente selecciona" implica que ambientes con caracteristicas actuales diferentes
presentan ensambles microbianos diferentes, mientras que "todo esta en todas partes”
implica una capacidad de dispersion enorme, universal, que dejaria sin efectos de
eventos evolutivos y ecoldgicos pasados. La tercera alternativa predice que la
variacion espacial es debida solo a los efectos de eventos pasados. Estos efectos
incluyen las limitaciones en la dispersién y condiciones ambientales anteriores. La
cuarta hip6tesis sugiere que la distribucion de los taxones microbianos, al igual que la
de macroorganismos, es consecuencia de ambos tipo de efectos: los pasados y los
ambientales contemporaneos. Poder distinguir entre estas cuatro hipétesis nos lleva a
las dos grandes preguntas de la biogeografia. Primero: 4 existen diferencias espaciales
de los ensamblajes microbianos?, en otras palabras: ;tienen biogeografia los
microorganismos? Segundo: Si existe la diferencia espacial, ¢se debe esta a procesos
histéricos 0o a las condiciones ambientales actuales, o ambas? Por definicion la
diferencia entre los ensambles microbianos se debera a la variaciébn en las
abundancias relativas de los taxones, incluyendo la ausencia en un sitio y su presencia
en otro.

La respuesta a la primera pregunta fue encontrada hace tiempo para microorganismos
patégenos y simbiontes, la variacién en su distribucion estd ligada a las de sus
huéspedes [78-80]. En cuanto a los microorganismos de vida libre, ya se tiene
suficiente evidencia para indicar que también varian en abundancia, distribucién y
diversidad a distintos niveles taxondmicos y escalas espaciales [81-85]. Estas
observaciones demuestran que la primera hipétesis, al menos en esos casos, no es

correcta, la distribuciéon no es por azar.
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En cuanto a la segunda pregunta, varios autores ya han puesto a prueba las otras 3
hipétesis. Los trabajos se han llevado a cabo para distintos ambientes, niveles
taxonémicos y escalas espaciales [86-90]. Para distinguir entre las 3 hipotesis sobre
los efectos contemporaneos (i.e. ambientales) o histéricos en la estructura de las
comunidades, recientemente Hanson et al. revisaron la bibliografia disponible en el
tema [91]. Los autores encontraron que ambos procesos influyen en los patrones
biogeograficos de los microorganismos. Vieron que la mayoria de los estudios (92,6%)
encontraron correlaciones significativas con las variables ambientales estudiadas,
demostrando que la seleccion impuesta por el ambiente actual es importante. Por otro
lado, vieron que un 68% de los trabajos revisados reportaron correlaciones
significativas con procesos histéricos, incluyendo los limites en la dispersibn como

factor principal.

Metacomunidades

Uno de los posibles marcos teéricos para estudiar los procesos que influyen en el
patrén espacial de las comunidades microbianas es la Teoria de Metacomunidades. El
concepto propuesto por Hanski y Gilpin evolucion6 desde la Teoria de
Metapoblaciones [92]. Dentro de este contexto teorico, se define como
metacomunidad a un grupo de comunidades interconectadas entre si por la dispersion
de multiples especies que, potencialmente, pueden interactuar entre si. En oposicion a
las visiones tradicionales, el concepto de metacomunidades permite explicar la
dinamica espacial de las comunidades en funcion de procesos ecoldgicos que ocurren
tanto a escala de organizacion local como regional.

Por su parte Leibold et al. propusieron cuatro paradigmas para metacomunidades: (i)
el modelo neutral, (i) las dinamica de parches ("patch dynamics”) ; (iii) el efecto masa
("mass effect”) ; y (iv) el ordenamiento de especies ("species sorting") (Figura 9) [93].
Estos cuatro marcos han sido la base del estudio de metacomunidades y la mayoria
de los trabajos se han basado en determinar cual es el grado en que el sistema de
estudio se acopla a estas opciones [94].

El modelo neutral predice que la estructura de las comunidades depende totalmente
de factores demograficos estocasticos [95]. Este paradigma define que todas las
especies son similares en cuanto a sus habilidades competitivas, movimiento y fitness.
Las dinamicas de diversidad de las especies estdn basadas meramente en las
probabilidades de pérdida (extinciébn y emigracién) y ganancia (especiacion e

inmigracion) de especies.
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El ordenamiento de especies ,por su lado actia sobre el supuesto de que los parches
de habitat cambian segun las condiciones ambientales [96]. Para este modelo la
dispersién es ilimitada (i.e. todas las especies pueden llegar a todos los parches). Las
diferencias de las habilidades de las distintas especies para "adecuarse" a las
condiciones ambientales permiten la convivencia a nivel regional basada en
diferencias de nicho y de explotacién de recursos.

El modelo de efecto masa se basa en la inmigraciéon y emigracion en las dindmicas de
poblaciones. Las especies pueden ser rescatadas de la exclusion de comunidades en
donde son malas competidoras ("sumidero") por accion de la inmigracién de individuos
desde las comunidades donde son buenas competidoras ("fuente") [97, 98]. Este
paradigma hace énfasis en el rol de las dindmicas espaciales sobre la densidad de las
poblaciones, y por ende sobre las comunidades. Asume que los parches de habitat
estan interconectados por efectos de la dispersion frecuente.

El modelo de dinamica de parches asume que todos los parches son capaces de
contener poblaciones, sin embargo pueden estar o no ocupados. La diversidad local
de especies es limitada por dispersion [99].

En resumen lo que diferencia a los tres ultimos paradigmas es el nivel de dispersién
entre las comunidades dentro de la metacomunidad en andlisis. La dispersiéon es
limitada o baja para algunas especies de la comunidad en el marco de dinamica de
parches; es alta en el marco del modelo de ordenamiento de especies; y es eficiente
en el marco de efecto masa [100].
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Figura 9: Paradigmas en el marco de Metacomunidades. Contribucion de los efectos de
la distancia entre habitats y de las condiciones ambientales sobre las comunidades.

Los paradigmas hablan de ‘“especies" porque fueron enunciados para
macroorgaismos. En el caso de los microorganismos la unidad de diversidad serd el
OTU o algun nivel taxonémico determinado.

El marco teérico de Metacomunidades ha sido utilizado para determinar qué factores
influyen en la distribucion de la diversidad de microorganismos [88, 90, 101-104]. Los
resultados de estos trabajos demostraron la importancia de ambos tipos de factores
sobre las metacomunidades microbianas. Las tendencias hacia factores ambientales o
historicos fluctuaron dependiendo de las escalas geograficas y los niveles taxonémicos
analizados pero sin un patrén claro [91].

Modelos neutrales o de nicho

La Teoria Unificada Neutral de Biodiversidad y Biogeografia planteada por Hubbel se
basa en que la diversidad de mantiene a causa de que los procesos de extincion y
especiacion estan balanceados y que las tasas demograficas (nacimiento, muerte,

dispersion y especiacion) de las especies son iguales en comunidades en donde las
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especies son ecolégicamente equivalentes. Por lo tanto la estructura de una
comunidad se define por procesos estocasticos y por limitacion en la dispersion [95].

Si la dispersién en la metacomunidad es fuerte, la comunidad local va a ser un reflejo
de la comunidad a nivel regional. Si en cambio la dispersién es débil, los procesos
estocéasticos demograficos que sufre cada comunidad local hardn que con el tiempo
estas comunidades se diferencien cada vez mas pero en una forma impredecible. Esto
es lo que el modelo llama deriva ecoldgica (ecological drift). Se predice ademas que
un namero limitado de individuos pueden habitar una comunidad local. A esto se lo
denomina supuesto de suma-cero: si la comunidad esta "llena" un individuo nuevo solo

puede establecerse si otro muere.

Por su lado la teoria de nichos dice que las especies poseen distintas caracteristicas
ecolégicas y que la generacion de la diversidad es principalmente por causa de las
interacciones existentes entre las especies (competencia, predacién, etc.). Los
modelos de nicho también tienen en cuenta la interacciéon con el ambiente [105]. Los
modelos de nicho postulan que las especies se establecen en distintos habitats en la
medida que cumplan con los requerimientos fisiolégicos y aptitudes bioldgicas
adecuadas para ese sitio; y que, eventualmente, sean competitivamente superiores.
La teoria de nicho predice entonces que diversidad de especies dentro de una
comunidad estaria determinada por “filtros” ambientales y su relacién con las

estrategias y rasgos ecologicos y funcionales de las especies [106, 107].

Los microorganismos en los procesos del suelo y ciclado de nutrientes

Degradacion primaria

Entre el 80 y el 90% de la produccion primaria (i.e. materia organica generada por
autétrofos) entra al suelo en forma de restos de plantas y raices. Los
descomponedores primarios de materia organica son los microorganismos. Los
hongos son los descomponedores mas importantes y abundantes, sin embargo las
bacterias cumplen su parte. La ventaja de los hongos sobre las bacterias se debe a
que las células bacterianas suelen tener baja movilidad y una vez que agotan los
recursos del microambiente circundante se vuelven metabdlicamente inactivas hasta

gue vuelven a ser enfrentadas a nutrientes [10].

El proceso de descomposicion requiere de complejas interacciones en la red tréfica del

suelo, donde se modifican las formas quimicas de las moléculas de nutrientes. Las
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tasas de descomposicién varian entre y dentro de los ecosistemas en distintas
escalas. Como se mencioné anteriormente el tipo de composicion de la materia
organica determina el grado de disponibilidad para los microorganismos: a mayor
cantidad de sustancias humicas, mas recalcitrante se vuelve. La composicion de la
materia organica se define principalmente por la composiciébn de los residuos
depositados sobre el suelo. Sustratos labiles, como los azucares y el almidén son
facilmente consumidos por microorganismos, mientras que taninos, ligninas y otros
compuestos ricos en polifenoles pueden solo ser utilizados en forma directa por ciertos

organismos especializados.

Procesos del nitrégeno

La mineralizacidon de nutrientes consiste en el paso de formas insolubles y solubles de
materia organica en compuestos inorganicos en manos de microorganismos. Este es
un proceso critico dentro del funcionamiento de los ecosistemas ya que determina la
disponibilidad de nutrientes para plantas y otros microoganismos. La mayoria del N en
los suelos se encuentra formando parte de la materia organica en forma de moléculas
complejas, insolubles y/o recalcitrantes (proteinas, quitina, polimeros de carbohidratos,
sustancias humicas, etc.). Estas moléculas no pueden atravesar las membranas
microbianas y son degradadas por enzimas extracelulares. Esta degradacion primaria
genera la formacion de materia organica soluble o disponible (e.g. aminoacidos) [10].

La mayoria de la materia organica soluble o disponible (i.e. no recalcitrante) es
absorbida por microorganismos del suelo. La utilizacion de estos compuestos
organicos depende de las limitaciones de C y N. En condiciones donde el crecimiento
es limitado por la cantidad de C, los microorganismos usan mayoritariamente C y
excretan amonio como desecho. Este NH," es luego mineralizado por otros
microorganismos del suelo. Cuando las demandas de N son altas los microorganismos
captan mayor cantidad de NH," y NO;" y entonces el N es inmovilizado en su biomasa,
disminuyendo la cantidad de nitrégeno inorganico para las plantas. EI NH," producido
de la mineralizacion puede ser absorbido por las particulas de arcilla del suelo de
carga negativa y/o puede ser oxidado por organismos nitrificadores para producir NOy’
y NO3 [10]

La nitrificacion es un proceso de dos pasos. El primero consiste en la oxidacion del
NH4" a NO, por parte de bacterias oxidadoras de amonio (AOB) y arqueas oxidadoras

de amonio (AOA) [108, 109]; y el segundo paso consiste en la oxidacién de NO, a
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NO;3 por parte de bacterias oxidadoras de nitrito (NOB) [110]. Mientras que las AOB se
encuentran casi restringidas a los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus del phylum
Proteobacteria; las NOB estdn mas ampliamente distribuidas entre el phylum
Nitrospira y los géneros Nitrobacter, Nitrotoga, Nitrococcus, Nitrospina del phylum
Proteobacteria [111-113].

Las plantas y los microorganismos consumen el NO3 producido por nitrificacion, sin
embargo una parte puede perderse por desnitrificacion o lixiviacion. Los iones
positivos como NH,* son retenidos por absorciéon en particulas de arcillas con carga
negativa, sin embargo los iones NOjz', cuando no son utilizados por microorganismos o
plantas, son lavados del suelo. La desnitrificacion es la reduccion de NO3; a NO, N.O y
N> gaseosos. Es un proceso llevado a cabo por amplia variedad de microorganismos y
suele darse en condiciones de alta cantidad de C y bajo oxigeno. No son deseables
altas tasas de desnitrificacion debido a que el N,O es uno de los principales gases del

efecto invernadero que favorece a la disminucion del ozono en la estratésfera [10].

La principal forma que tienen las plantas de obtener N es mediante la fijacién.
Generalmente esta es la via primaria por la cual el N entra en el sistema [114]. La
fijacién del N es llevada a cabo por microorganismos que convierten N, a NH3 y lo
incorporan a amino&cidos y proteinas. Estos microorganismos pueden ser de vida libre
o simbiontes. Los segundos forman nédulos en las raices de las plantas de quien
reciben carbohidratos y energia, a cambio entregan aminoéacidos. Los fijadores mas
conocidos son representantes de los géneros Rhizobium, del phylum Proteobacteria, y
Frankia del phylum Actinobacteria [28, 115, 116]. Estas asociaciones simbioticas son
de suma importancia en ecosistemas naturales y agricolas y sus beneficios para la

fertilidad del suelo son ampliamente conocidos [117, 118].

Mineralizacion de fosforo

A diferencia del N el fésforo se encuentra mayormente en formas inorganicas
insolubles en el suelo. Estas moléculas son inaccesibles para las plantas. Los
microorganismos juegan su rol importante ya que solubilizan P inorganico y
mineralizan P organico. La mineralizaciéon estd4 a cargo principalmente de fosfatasas
que rompen las uniones éster de las moléculas liberando PO,* que puede ser

consumido por plantas y microorganismos.

La mineralizacion de P va a depender del balance C:P. Cuando este supera el valor de

~100, el P es inmovilizado por microorganismos con alto requerimiento de P; un 2% es
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mineralizado por bacterias y solo un 0,05- 0,5% queda disponible para las plantas. Asi
el pool de P organico mineralizado en la biomasa microbiana alcanza el orden de 20-
30%, un valor muy alto comparado con el 1-2% de C y el 10-20% de N [119]. La
funcién de "fuente" de P por parte de los biomasa microbiana va a depender de los
factores ambientales, manejo del suelo y fertilizacion [10].

Los ecosistemas agricolas y el deterioro del suelo

La "agriculturizacion” es un caso particular de cambio en el uso de la tierra que acarrea
una transformacion del ecosistema. Un creciente numero de evidencias da cuenta de
las consecuencias de la expansion agricola sobre el clima; el balance de carbono,
nitrdgeno y otros nutrientes; las emisiones de gases traza con efecto invernadero; la
biodiversidad y el balance hidrico [120-122]. Entre las principales consecuencias de la
"agriculturizacion" se destacan: 1) que las actividades asociadas con la agricultura son
responsables de un tercio de las emisiones de gases del efecto invernadero [123]; 2)
qgue los suelos erosionados y el exceso de nutrientes agregados por fertilizacién son
lavados a los cuerpos de agua, degradando la calidad del agua y afectando su
biodiversidad [124]; y 3) que el reemplazo de los procesos naturales de mantenimiento
de la fertilidad por fertilizacién externa, han generado una dependencia de los
ecosistemas agricolas a la misma [125].

El futuro de la agricultura acarrea problemas que intensificaran los efectos ya vistos en
el ecosistema, a menos que se tomen acciones al respecto. Se estima que la
produccion agricola debera ser al menos duplicada para hacer frente a los
requerimientos alimenticios y energéticos de los proximos 50 afios [126, 127]. El
desafio es lograr este objetivo sin aumentar los riesgos para el ambiente. Se ha hecho
mucho trabajo para caracterizar y evaluar los impactos mundiales de la agricultura,
sobre todo sobre la calidad del suelo [128, 129]. Es sabido que los procesos
ecolégicos que mantienen a los ecosistemas dependen de la variedad y diversidad de
organismos [130]. Estudios microbiolégicos y genéticos han demostrado que es mas
grande la variedad de organismos de un suelo sano que toda la diversidad de plantas
y animales del mundo. A su vez, la variedad de formas en que los nutrientes y
sustancias del suelo pueden ser procesados por los microorganismos constituyen un
sistema autosuficiente que puede adaptarse a los cambios ambientales [131]. El
desafio es, entonces, comprender el comportamiento de este sistema, el valor no esta
en la cantidad de carbono, nitrégeno, fésforo y otros nutrientes, sino en los flujos de

sus forman en el ambiente que son modulados por procesos ecoldgicos y biolégicos
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(Figura 10). La introduccién de la biologia en el concepto de fertilidad de suelos ha
sido un importante avance en este camino. Sin embargo se necesita un abordaje
conceptual mayor para poder realizar un uso sustentable del suelo. Probablemente un
ecosistema agricola que se aproxime lo maximo posible a un ecosistema natural sera
el panorama necesario para poder aumentar la produccion minimizando los efectos del
uso. Llegar a este escenario mediante el uso de tecnologias requerira, como ya se
dijo, de un amplio conocimiento del sistema [125].

Crecimiento de cultivos

pa

Rendimiento sustentable \
Efecto invernadero

|

Fertilizantes

Siembra 1
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Contaminacién \ e ‘/
Procesos biolégicos

Figura 10: Cuadro conceptual de los elementos a ser estudiados, comprendidos y
tenidos en cuenta para una agricultura sustentable. Adaptado de Scholes y Scholes,
2013 [125].

Ecosistemas agricolas en la Regiéon Pampeana Argentina

La historia de la agricultura y de la fragmentacién del paisaje en Region Pampeana se
inicié hacia finales del siglo XIX con la colonizacién de suelos con elevados contenidos
de materia orgénica y una condicion estructural 6ptima. Desde principios del siglo XX
se produjo una fuerte expansion agricola en La Pampa y sur de Cérdoba que se suma
a la ocurrida inicialmente en Buenos Aires, Santa Fe y Entre Rios. Este periodo abarcé
aproximadamente hasta 1940 y se caracterizé por un incremento de la vulnerabilidad
de los suelos que se manifesté por el descenso del contenido de materia organica y
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magnificacién de los efectos de la erosion edlica e hidrica. A partir de 1970 los suelos
de la regiébn pampeana sufrieron una extraordinaria transformacion de la actividad
agricola caracterizada por el gran aumento de la produccién, adopcion de moderna
tecnologia y desarrollo de nuevas formas organizativas de produccion. Desde
comienzos de la década del noventa se incentivd este proceso de "agriculturizacion”

en coincidencia con la expansion del cultivo de soja [132].

La Region Pampeana se divide en las siguientes subregiones: Pampa Ondulada,
Pampa Deprimida, Pampa Arenosa, Region Semiarida, Pampa Austral y Litoral y la
historia de uso del suelo no ha sido igual en todas ellas. Las regiones se caracterizan
por poseer diferentes caracteristicas climaticas y edaficas. Por lo tanto no todas
poseen el mismo porcentaje de superficie cultivada. Ademas la susceptibilidad a los
procesos de erosién es diferente para cada subregion [133, 134].

En la actualidad, frente a la creciente demanda de alimentos y energia y con mas de
25 millones de hectareas bajo producciéon agricola la Region Pampeana juega un
importante papel a nivel mundial. Como ya mencionamos, el sostenimiento y aumento
de la produccién, manteniendo y minimizando los efectos nocivos sobre el ambiente y

la biodiversidad, son un gran desafio.

En cuanto al estado del conocimiento de los agro-ecosistemas pampeaos, se conoce
que la agricultura ha degradado el suelo por la erosién causada por el uso de labranza
convencional, y ha generado pérdidas de nutrientes y carbono organico. [135-138].
Resultados recientes muestran que los sitios cultivados en la regidon pampeana poseen
un 20% menos de carbono organico que los parques asociados sin historia agricola
[139]. El mismo estudio también encontrd correlacion entre la variacion del pH y el uso
agricola. Hoy entre el 60% y 80% de la superficie cultivada se encuentra bajo siembra
directa. Se han hecho numerosas investigaciones para evaluar los efectos de esta
practica en las propiedades fisicas y quimicas del suelo, contenido de agua, fertilidad y
rendimientos [140]. Las principales conclusiones obtenidas sobre la implementacion de
la siembra directa en la regién dan cuenta de la mejora del suelo, respecto de otras
labranzas, sobre todo en los contenidos de materia organica en los primeros
centimetros del perfil; pero alarman de la mayor necesidad de fertilizacién nitrogenada

para mantener los niveles de nutrientes y rendimientos.
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La agricultura de conservacion y la siembra directa

En el afio 2003 se definid el concepto de Agricultura de conservacion (CA) por parte
de la The Food and Agriculture Organization (FAO) [141]. El mismo incluye una lista de
practicas agricolas que fomentan la sostenibilidad ambiental, econémica y social de
los procesos agropecuarios, promoviendo la produccién de alimentos y productos
agricolas seguros y de calidad. Las bases de la CA son las siguientes: 1) Minimo
disturbio mecanico del suelo; 2) cobertura de suelo permanente; 3) Rotacion de
cultivos. En este texto cuando hablemos de siembra directa, vamos a hacer mencién a

sistemas de labranza que cumplan con los tres items arriba mencionados.

Los datos para Argentina hablan de un una adopcion de la siembra directa de
alrededor de 28 millones de hectdreas para el afo 2011
(http://www.aapresid.org.ar/superficie/). Esto equivale al 78% de la superficie total
cultivada.

Soilgene: consorcio interdisciplinario para el estudio de la biologia de suelos
argentinos

Frente a los desafios planteados en la seccidén anterior se consolidé en el afo 2009 el
consorcio interdisciplinario Soilgene. En el marco del Proyecto de Areas Estratégicas,
(PAE 37164) se estableci6 el consorcio del cual formaron parte grupos de
investigacion de diferentes instituciones de Argentina. Participaron de Soilgene el
grupo de la Dra. Godeas, con experiencia en biologia de micorrizas arbusculares, el
grupo de la Dra. Zelada, con experiencia en ingenieria genética de plantas, el grupo de
la Dra. Novas dedicado a la biodiversidad de microorganismos endofiticos, los tres de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (UBA);
el grupo del Ing. Alvarez, con experiencia en el anélisis de fertilidad de suelos, el grupo
del Ing. Schrauf con experiencia en manejo y biologia de forrajeras, ambos de
Facultad de Agronomia- UBA; el grupo del Dr. Pardo, dedicado a la biologia de
ectomicorrizas, de la Universidad de Quilmes; el grupo de el Dr. Aguilar avocado al
estudio del rol de los microorganismos en el ciclo del nitrégeno, de la Universidad
Nacional de La Plata; y el grupo del Dr. Vazquez dedicado a genémica y bioinformatica
del Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR) representando al sector privado.
El proyecto llevado a cabo por el consorcio se centr6 en dos objetivos principales 1)
evaluar el impacto de la agricultura sobre ecosistemas agricolas tipicos de la Region

Pampeana, con enfoque en el estudio de los procesos biolégicos y diversidad
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microbiana de los suelos, y 2) generar la primera base datos metagendémicos de
suelos de la Argentina, con el fin de abrir la "caja negra" [142, 143] de los procesos
del suelo y ademas generar un set de datos para la bioprospeccién de enzimas de
interés biotecnolégico. La base de datos metagenémicos fue denominada Pampa
Datasets y ya se encuentra disponible para la comunidad cientifica [144]. Parte de los
datos metagendémicos crudos del Pampa Datasets fueron utilizados en esta tesis.
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Objetivos Generales

e Establecer los patrones de diversidad y la composicién taxonémica de las
comunidades microbianas de suelos de la Regién Pampeana Argentina.

e Estudiar la variacion de la estructura, composicién taxonémica y perfil
metagendmico de comunidades microbianas de suelos de la regién frente a
distintos usos del suelo.

e Avanzar en la comprensién de los procesos presentes en los suelos de

ecosistemas agricolas en pos del manejo sustentable de los suelos.

Los objetivos especificos seran enunciados en el comienzo de cada capitulo.
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CAPITULO | -Parte A

Impacto de la agricultura sobre la estructura y
composicion de las comunidades
microbianas del suelo.

El caso de la Pampa Ondulada.




El objetivo principal de este capitulo es analizar el impacto de la
agricultura sobre comunidades microbianas de la Pampa Ondulada. Se
comparard la estructura y composicion de comunidades bacterianas de suelos

con y sin historia de manejo agricola.

Son conocidos los efectos que el manejo agricola ha generado en las
propiedades fisicas y quimicas de suelos de la Pampa Ondulada. Frente a ello,
se hipotetiza que estos cambios en las caracteristicas del suelo han
impactado en la evolucion y adaptacion de las comunidades microbianas y este

efecto se vera reflejado en su estructura y composicion.
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Materiales y Métodos

Sitios y muestreo

Para esta primera etapa del trabajo se eligié evaluar suelos de la Pampa Ondulada por
ser la subregién mas productiva y con la mas larga historia de manejo agricola [145].

Las muestras se tomaron en Junio de 2010 en 3 establecimientos productivos. Los

nombres de los establecimientos son: La Estrella, La Negrita y Criadero Klein. La

figura 11 muestra la localizacién geogréfica de los sitios de muestro.

132°

36°

1. La Estrella

40°

2. La Negrita gtcl:a?r?t?:o
3. Criadero Klein
Muestra Latitud Longitud
La Estrella- Agro -34241°4,2" -6026° 2,4"
La Estrella- No Agro -34° 39" 27,6" -60° 6" 4,8"
La Negrita- Agro -34° 34" 46,2" -59¢ 55" 8,4"
La Negrita- No Agro -342 34" 40,2 -592 55" 7.8"
C. Klein- Agro -35¢7°17,4" -60° 15" 42,6"
C. Klein- No Agro -3526°1,8" -60° 14 53,4"

Figura 11. Localizacion geografica de los sitios muestreados en la Pampa Ondulada.

Los suelos muestreados son Argiudoles, de las series Chacabuco y O' Higgins [146].
La temperatura media anual de los sitios muestreados fue de 16,0°C a 16,3°C y la

precipitacién media anual fue de de 1027 mm a 1065 mm. Se tomaron muestras en

lotes agricolas y en los parques asociados a los cascos en cada establecimiento. Se
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determinaron asi dos tratamientos: suelos disturbados por agricultura, "Agro", y suelos
no disturbados, "No Agro". La utilizaciébn de muestras de suelo de parques como
tratamiento "referencia" o "control", en andlisis de suelos de la Regidon Pampeana, es
una practica altamente difundida. Esto se debe a la falta de suelos pristinos, no
disturbados, en la region debido al avance de la agricultura. Por ejemplo, Berhongaray
comparé el contenido de carbono organico de suelos de pastizales naturales
clausurados o con bajo nivel de pastoreo, con el contenido de suelos de parques en la
Regi6on Pampeana y no encontré diferencias significativas [139]. Este trabajo se realizé
en el marco del proyecto Soilgene y parte de los sitios de muestreo de su trabajo
coinciden con los puntos muestreados para esta seccién. Los lotes agricolas
muestreados tienen una historia de al menos un siglo de agricultura bajo rotaciones de
pasturas y cultivos de grano (trigo, maiz, soja) y al menos 15 afnos, los ultimos, de
agricultura bajo siembra directa. La ultima rotacion antes del muestreo fue trigo-soja.
Las muestras se recolectaron un mes después de la cosecha de soja. No se detectd
historia de agricultura en los parques por al menos 30 afos. Los datos de historia de
los lotes y parques fueron recolectados en forma de entrevista con los responsables
de los establecimientos. Los parques se encontraban cubiertos de especies vegetales
herbaceas no lefiosas: Cirsium sp, Trifolium sp, Micropsis sp, Festuca sp, Dichondra
sp, Cyperus spy Taraxacum officinale. Se tomaron en total 4 muestras en cada lote o
parque. Para responder a los objetivos planteados se consideraron a los 3
establecimientos como unidades experimentales, por lo tanto se conté con 3 réplicas
por tratamiento (figura 12). Para los analisis numéricos se tomo a cada establecimiento
(unidad experimental) como un bloque en el que se midié la respuesta 4 veces. De

esta forma se elimina del andlisis la variacion intra-sitio.
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Establecimiento

La Estrella

La Negrita

Criadero Klein

Tratamiento Submuestra

< Agea [1]2]3[4]
No Agro

[1]2]3]4]

< e [1]2]3]4]
No Agro

[1]2]3]4]

< Adro [1]2]3]4]
No Agro

1]2[3]4

Figura 12: A) Diseiio de muestreo. B) Imagen representativa del tratamiento "No Agro"

(parque). C) Imagen representativa del tratamiento "Agro" (lote agricola). Las imagenes

fueron tomadas en el establecimiento La Estrella.

Las muestras fueron tomadas de los primeros 20 cm de suelo con barreno disefiado

para tal fin. Una vez recolectadas las muestras se mantuvieron en frio y fueron

enviadas al laboratorio. Las muestras para extracciéon de ADN se conservaron a -80°C.

31



Analisis fisico-quimicos

Las mediciones de propiedades fisicas y quimicas de los suelos muestreados se
realizaron, en colaboracién con el grupo del Ing. Roberto Alvarez de la Facultad
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires. La textura (i.e. % de arcilla, % de limo,
% de arena) fue determinada por el método del hidrémetro [147]. El porcentaje de
carbono organico fue determinado por el método de digestién humeda [148]. El pH se
calculé usando una solucién suelo:agua de 1:2,5. La salinidad, o capacidad de
intercambio cationico, se calculé como medida de la conductividad eléctrica [149]. El
fosforo extractable se determin6 con el método de Bray [150]. El nivel de nitratos se
analizé mediante extraccion en KCL 2 M y el método del acido fenoldisulfénico y el
porcentaje de nitrogeno mediante el método de Kjeldahl [151].

Extraccion de ADN

Para realizar la extraccién de ADN gendmico de las muestras de suelo primero se
dejaron secar sobre bandejas de plastico en un armario seco y en ausencia de luz
durante 24 hs. La homogenizacion de las muestras se realiz6 luego mediante
tamizado por 2 mm y 1 mm. Durante este proceso se eliminaron restos de tejidos
vegetales, insectos y piedras. Se utilizaron 10 g de suelo por muestra para la
purificacion que se realizé con el kit PowerMax Soil DNA (MOBIO Lab. Inc., Cat:
12888-50) siguiendo las indicaciones del fabricante. La calidad del material extraido
fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8%. Para la cuantificacién
se realiz6 el ensayo Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Cat: P7589)
segun el protocolo del fabricante.

Preparacidn de bibliotecas de amplicones

Con el ADN extraido se realizaron reacciones de PCR por duplicado para cada
muestra utilizando con el fin de amplificar la regiébn V4 del gen de 16S ARNr. Se
usaron los primers F563: AYTGGGYDTAAAGNG y R802: TACCRGGGTHTCTAATCC,
TACCAGAGTATCTAATTC, CTACDSRGGTMTCTAATC, TACNVGGGTATCTAATCC
recomendados por el proyecto "Ribosomal Data Base Project" para pirosecuenciacion
[47]. Ademas a cada primer se le adiciond en el extremo 5" una secuencia "etiqueta" o
TAG para facilitar la adicibon de los adaptadores para secuenciacion y los
identificadores unicos (MIDS o barcodes) durante una segunda ronda de amplificacion.
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Las secuencias TAG fueron: TAG-Forward: CACGACGTTGTAAAACGAC,
TAG-Reverse: CAGGAAACAGCTATGACC.

Una primera ronda de amplificacion consistié en una reaccién de PCR en un volumen
final de 25 ul conteniendo 2,5 ul de Buffer de reaccion FastStart High Fidelity 10X
(Roche Applied Science, Cat: 03553426001), 20 ng de molde de ADN, 0,4 uM de cada
primer, 1,25 U de enzima FastStart High Fidelity Enzyme Blend (Roche Applied
Science, Cat: 03553426001) y 0,2 mM DNTPs. El programa de PCR fue 95 °C por 5
minutos para la desnaturalizacion inicial, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 45
segundos, 57 °C por 45 segundos y 72 °C por 60 segundos y una elongacion final a
72°C por 4 minutos. Luego de esta primera ronda de amplificacion, cada producto de
PCR contenia la secuencia especifica amplificada, flanqueada por las secuencias TAG
en ambos extremos. Para adicionar los adaptadores necesarios para la secuenciacion
(Adaptador454) y los barcodes a cada muestra, se realizé una segunda ronda de PCR
utilizando primers con la siguiente estructura: Primer Forward: AdaptadorFw454-MID-
TAGFw, Primer Reverse: AdaptadorRv454-TAGRv. Las secuencias adaptadoras en
los mismos fueron: AdaptadorFw454: CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG,
AdaptadorRv454: CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG. La reaccién contuvo: 3ul de
Buffer de reaccion FastStart High Fidelity 10X, 0,6 ul dNTPs, 2 ul de cada Primer
(10uM), 0,9 ul de BSA, 1 pl de DMSO, 0,3 ul de enzima Taq Fast Start High Fidelity,
30ul de agua y 1 ul de molde de ADN producto de reaccién de la primera ronda de
PCR. El programa utilizado fue: 95°C 5 minutos, (95°C 30 seg, 72°C 1 min) x 15 ciclos,
72°C 5 minutos. El producto de las reacciones fue analizado mediante electroforesis
en geles de agarosa 1%. Las reacciones se realizaron por duplicado para cada
muestra y los productos, luego de la segunda amplificacion fueron pooleados previo al
paso de purificacion. La purificacion se realizd utilizando Ampure Beads (Agencourt,
Cat N: A63880) para eliminar impurezas, productos espurios de pequefo tamafo y
primers. Se cuantificé utilizando Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit. Se armé
finalmente una solucién Unica juntando los productos de todas las reacciones en
cantidades iguales de masa para generar la biblioteca a secuenciar. La misma fue
cuantificada nuevamente y diluida para generar una solucién de trabajo con una
concentracién de 1x10” moléculas de ADN/pl. Estos procedimientos fueron realizados
de acuerdo a lo especificado en el manual Amplicon Library Preparation Method
Manual de Roche-454 (http://454.com/my454/).

Secuenciacion de bibliotecas de amplicones
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Todos los pasos para la secuenciacién se realizaron siguiendo los protocolos en los
manuales de Roche-454 (http://454.com/my454/). La biblioteca fue titulada previo a la
secuenciacion. Para ello se realizaron amplificaciones por PCR en emulsion utilizando
los procedimientos y reactivos especificados en el manual emPCR Amplification
Manual - Lib-A SV. La preparacion de las muestras para secuenciacion fue realizada
utilizando la cantidad de copias de ADN determinada en la titulacién siguiendo los
procedimientos detallados por los manuales emPCR Amplification Manual - Lib-A MV.
La secuenciacion de la biblioteca fue realizada de acuerdo a lo establecido por el
manual Sequencing Method Manual en un secuenciador Titanium series de Roche-
454,

Procesamiento y analisis de secuencias obtenidas

Para el procesamiento y analisis de los datos de secuencia se utilizd la plataforma
QIIME -Quantitative Insights Into Microbial Ecology- [152]. El primer paso realizado fue
el control de calidad y eliminacion de ruido de las secuencias, para ello se utilizé el
comando ampliconnoise.py. Este proceso también elimina quimeras[153]. Para cada
muestra se obtuvieron 2.900 secuencias en promedio (entre 1.550 y 5.186). Luego se
agruparon las secuencias en unidades taxonémicas operacionales (OTUs) usando el
comando pick_otus.py con el método de Uclust [51] y una similitud de secuencias del
97%. Las secuencias representativas de cada OTU se alinearon usando el algoritmo
PyNast [154]. A continuacién se construyé un arbol filogenético con las secuencias
alineadas usando el método de FastTree [155]. A partir de este momento se utilizé una
submuestra de 1.080 secuencias de cada muestra. Para ello se realiz6 una rarefaccién
al azar del 70% de la cantidad de secuencias de la muestra que menos secuencias
tiene para equiparar el niumero de secuencias por muestra y poder hacer analisis
comparativos. Se calcularon matrices de distancias filogenéticas entre OTUs usando
los algoritmos unweighted y weighted UniFrac [156, 157]. Estas matrices se utilizaron
como medida de la diversidad beta entre las comunidades de las muestras estudiadas.
UniFrac, mide la distancia filogenética entre sets de OTUs como la fraccién del largo
de la rama del arbol que lleva al descendiente de una muestra o de la de otra, pero no
de ambas. La version weighted del algoritmo tiene en cuenta, ademas, las
abundancias de OTUs en el célculo de las distancias. Por ultimo, se realizé la
clasificacién taxonémica de las secuencias representantes de cada OTU usando el
clasificador bayesiano RDP Classifier [54] y usando la ultima versiéon de base de datos
de Greengenes [158]. Para ello se utiliz6 un nivel de confianza de 50%, como
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recomiendan los desarrolladores del clasificador para secuencias del tamarno del
amplicon utilizado (~240 pb).

Analisis numéricos

La tabla de OTUs construida de la rarefaccion (i.e. 1.080 secuencias por muestra) se
utiliz6 para calcular la diversidad beta entre comunidades microbianas. Se calcularon
matrices de similitud basadas en la distancia de Bray- Curtis que tiene en cuenta tanto
la ausencia y presencia de OTUs como su abundancia (Magurran 2005). Las matrices
de diversidad beta, tanto basadas en Unifrac como en Bray Curtis, se utilizaron para el
calculo de Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA). El andlisis de PCoA permite la
visualizacién de las distancias entre muestras (o sitios). El objetivo de un analisis de
ordenamiento es representar datos multivariados, como ser la abundancia de OTUs y
la distancia ecoldgica entre comunidades, en un numero reducido de ejes ortogonales
(Borcard, Gillet et al. 2011). En un grafico de ordenamiento los puntos que representan
a las muestras se ubican en forma tal que las distancias entre ellos representan la
distancia ecolégica entre las comunidades muestreadas (Kindt and Coe 2005). Para
determinar la presencia significativa de estructuras o agrupamientos en los datos de
diversidad beta se utilizaron los test no paramétricos ANOSIM (Clarke 1993) y
PERMANOVA (Anderson 2001), con 999 permutaciones.

Se utilizo el test BIOENV (Clarke and Ainsworth 1993) para determinar que variables
fisico-quimicas del suelo correlacionaron mejor con el patron de diversidad beta
calculado. Como se obtuvo un solo valor por cada variable fisico-quimica evaluada por
lote o parque, los datos de OTUs y distancias de las submuestras fueron promediados
para este anadlisis. La tabla con las variables fisico-quimicas fue centrada y
estandarizada utilizando "Z- scores". Se utilizé el test de Mantel, con 999

permutaciones, para evaluar la significancia de las correlaciones encontradas.

Las diferencias en la composicion taxonémica se calcularon mediante pruebas de
Student de una cola. Los calculos se hicieron sobre las abundancias relativas respecto
del total de OTUs. Todos los analisis numéricos se calcularon usando los paquetes
"stats", "vegan" y "BiodiversityR" del entorno R (R Core Team 2013)
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manejo agricola

La visualizacion por PCoA de las distancias calculadas entre las comunidades
muestreadas permitié distinguir un patron que divide a las comunidades entre
provenientes de suelos con o sin historia de manejo agricola (i.e. entre Agro y No
Agro) (Figura 13). Este patrén se observé para todas las distancias utilizadas, tanto
unweighted Unifrac, como weighted Unifrac y Bray Curtis.
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Figura 13: Patron de diversidad beta de las comunidades de suelos Agro (Rojo) y No
Agro (Azul) en la Pampa Ondulada. Los puntos corresponden a muestras tomadas en La
Estrella, los triangulos a muestras de La Negrita y las cruces muestras de Criadero Klein.

Las elipses determinan un limite de confianza de 95%.

La significancia de la division en grupos por tratamientos se verific6 mediante dos
pruebas estadisticas no paramétricas: ANOSIM y PERMANQOVA. Para todos los casos
el valor de p fue significativo. (Tabla 1). El estadistico en la prueba ANOSIM puede
interpretarse como un coeficiente que indica el grado del agrupamiento. Valores
cercanos a uno indicaran un agrupamiento fuerte, mientras que al acercarse a cero
indicaran menor correlacion de los datos con los grupos planteados a-priori [71]. En
este caso se observo un alto valor de R para las distancias que tienen en cuenta la
abundancia de OTUs (i.e. weighted Unifrac y Bray Curtis) y menor valor para
unweighted Unifrac que solo tiene en cuenta ausencia y presencia de OTUs. Este
resultado da cuenta del peso que tiene la abundancia de OTUs en el patron de
agrupamiento de las comunidades. En otras palabras, las diferencias entre
comunidades de suelos Agro y No agro no se encuentran solo a nivel de que OTUs
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estan presentes en cada caso, sino también, y principalmente, en sus abundancias.
Este resultado se observé también al usar la prueba PERMANOVA. El valor de R? fue
mayor en los casos que se evallan distancias que tienen en cuenta la abundancia de
OTUs. Otra evidencia importante del peso que tiene la diferencia en las abundancias
es la cantidad de variacion explicada por los ejes del grafico de PCoA. El
ordenamiento basado en weighted Unifrac explica, en sus dos primeros ejes, mas del
45% de la variacibn entre comunidades, mientras que el analisis basado en
unweighted Unifrac solo explica un 14,32% de variacién. En concordancia, el
ordenamiento basado en similitud de Bray Curtis explica un 24% de variacion. La
diferencia entre la variacién explicada al utilizar una métrica que tiene en cuenta
distancias filogenéticas y otra que no (i.e. weighted Unifrac vs. Bray Curtis) indica que
existe divergencia evolutiva entre comunidades de suelos Agro y No agro. Unifrac
permite evidenciar el nivel de divergencia entre OTUs al cuantificar los distintos grados
de similitud entre secuencias, y de esta forma capta el total de evolucion unico para
cada muestra [156].

Tabla 1: Significancia del agrupamiento de las comunidades segun el tratamiento: Agro
o No Agro para las distintas distancias evaluadas.

Test/ Distancia Weighted Unifrac Unweighted Unifrac Bray Curtis
ANOSIM R 0,84 0,45 0,74
ANOSIM p 0,001 0,001 0,001

PERMANOVA R2 0,30 0,07 0,13

PERMANOVA p 0,001 0,001 0,001

Relacion de las variables del suelo con el patrén de comunidades

Utilizamos el test de BIOENV para evaluar la correlacién de las variables fisico-
quimicas del suelo con el patron observado para las comunidades microbianas de la
Pampa Ondulada (Tabla 2). Los resultados indicaron que los niveles de materia
organica, de arcilla y limo, de nitratos, de fosforo extractable y el pH fueron las
variables que mejor correlacionaron con el patron de comunidades definido para
weighted Unifrac (Mantel r= 0,6107, p< 0,05). En un grafico de PCoA del tipo biplot se
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observo que la materia organica, los nitratos y el fosforo extraible correlacionaron con
el primer eje del ordenamiento, que es el que define la separacion entre Agro y No
Agro (Figura 14). El andlisis utilizando la matriz de distancias de Bray Curtis indic6é que
las variables que mejor correlacionaron con el patron de comunidades fueron los
niveles de materia organica, de arcilla, de nitratos el pH y la conductividad eléctrica
(Mantel r= 0,6214, p< 0,05). En un grafico de PCoA del tipo biplot se observé que la
materia organica y el nivel de nitratos correlacionaron con el primer eje del
ordenamiento, que es el que define la separacion entre Agro y No Agro (Figura 14). El
grafico de ordenamiento se calculo utilizando los datos promedios de abundancia de
OTUs y de distancias Unifrac. Este es ademdas el motivo por el cual la variacién
explicada por los ejes difiere con la presentada en la figura 13. No se encontraron
correlaciones significativas entre el patron descripto por la distancia unweighted
Unifrac y las caracteristicas de suelo evaluadas.

Tabla 2: Caracteristicas fisico- quimicas de los suelos muestreados

Sitio La Estrella La Estrella La Negrita La Negrita C. Klein C. Klein
Agro No agro Agro No agro Agro No Agro

pH 6,06 5,4 5,6 6,21 5,38 59

Mat Org (%) 2,6 6,2 2,7 5,8 2,9 3,6

N org (%) 0,19 0,35 0,18 0,31 0,21 0,23
NO;* (ppm) 40,3 62,8 43 62,2 39,3 52,3

Pi (ppm) 8,26 92,26 11,58 81,72 12,25 31,82

CE 0,27 0,29 0,17 0,17 0,16 0,23

(ds m™)

Limo (%) 49 51 51 49 42 46
Arcilla (%) 22,28 19,28 23,28 24,28 20,28 14,28
Arena (%) 28,72 29,72 25,72 26,72 37,72 39,72

Textura franco franco franco franco limoso limoso

limoso limoso
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Figura 14: Correlacion de variables fisico-quimicas del suelo con el patron de diversidad

beta de las comunidades de suelos Agro (Rojo) y No Agro (Azul) en la Pampa Ondulada.

Los puntos corresponden a muestras tomadas en La Estrella, los triangulos a muestras

de La Negritay las cruces muestras de Criadero Klein.

Diferencias en la composicidon taxonémica de las comunidades de suelos con y

sin historia de manejo agricola

Se analizd la composicién taxondmica de las comunidades microbianas de suelos

Agro y No agro clasificando las secuencias representantes de cada OTU. Se

encontraron diferencias incluso a nivel de phylum entre tratamientos (Figura 15). La

abundancia de Verrucomicrobia, Planctomycetes, Actinobacteria y Chloroflexi fue

mayor en las comunidades de suelos No agro (p<0,05). Por otro lado los phyla

Gemmatimonadetes, WS3 y Nitrospirae se vieron enriquecidos en comunidades de

suelos Agro (p<0,05). No se vieron diferencias significativas en las abundancias de los

phyla Proteobacteria, Acidobacteria y Bacteroidetes. Los 10 taxa mencionados

abarcan, en promedio, un 95% de cada comunidad analizada.
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Figura 15: Promedio de las abundancias relativas de los phyla mas abundantes en las
comunidades de suelos Agro (Rojo) y No Agro (Azul). Las barras indican + 1 desvio

estandar, (*) indica diferencias significativas: p<0,05
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Discusion

El patron de diversidad beta observado da cuenta del efecto del uso de la tierra sobre
las comunidades estudiadas. La estructura de las comunidades de suelos con historia
de manejo agricola se distingue claramente de la estructura de las comunidades de
suelos sin historia. Las diferencias se observaron tanto a nivel cualitativo (i.e.
presencia y ausencia de OTUs) como a nivel cuantitativo (i.e. abundancias de OTUs).
Sin embargo, la mayoria de la variacién se observé a nivel cuantitativo. Esto quiere
decir que la diferencia en las estructuras esta dada mayoritariamente por el cambio en
las abundancias de OTUs. Es importante destacar que la mayor variacién cuantitativa
entre tratamientos se observé al analizar distancias filogenéticas (i.e. weighted
Unifrac), que dan cuenta del cambio evolutivo sufrido por las comunidades
microbianas. Estos resultados son concordantes con la antigua hip6tesis de Baas-
Becking que postula que los factores ambientales locales son mayormente
responsables de la variacion observada en los patrones de diversidad microbianos [77,
159]. La hipotesis establece "Todo esta en todos lados, pero el ambiente selecciona”.
Ya en 1934 Baas-Becking sostenia que la mayoria de la diversidad microbiana esta
oculta para nuestra observacion porque tiene una densidad que no alcanza el limite de
deteccion, pero que todos los microorganismos se encuentran distribuidos
universalmente. Se supone una presion de las variables locales, en este caso las
propiedades fisico- quimicas del suelo, sobre la abundancia (densidad) de los
microorganismos. A principios del siglo XX la deteccién de microorganismos estaba
limitada a lo que las técnicas de cultivo y aislamiento permitian. Hoy las técnicas de
secuenciacién masiva nos permiten, como en nuestro caso, acceder a los organismos
menos abundantes, o especies raras [160, 161]. Incluso con este aumento en el poder
de deteccién pareciera cumplirse la hip6tesis de Baas-Becking para el caso de las
comunidades de los suelos de la Pampa Ondulada. La variacion de OTUs es minima a
nivel cualitativo, pero es grande y significativa a nivel de abundancias; los mismos taxa
son compartidos en suelos con y sin historia de manejo, sin embargo, la abundancia
difiere significativamente, "el ambiente estd seleccionando”. Acompanando esta linea
de pensamiento, no se observaron correlaciones entre la variacion cualitativa de la
diversidad beta y las variables del suelo. Si se observaron en cambio correlaciones
entre las distancias cuantitativas entre muestras y la variacién en las propiedades del
suelo. Los cambios en el nivel de materia organica, de nitratos, de fésforo, en el pH, en
la conductividad eléctrica y en la textura del suelo estdn relacionados con las
abundancias de OTUs. De estas propiedades, la materia organica y los nitratos son los
que determinan la variacién entre comunidades Agro y No agro para ambas métricas
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de abundancia utilizadas (i.e. weighted Unifrac y Bray Curtis). Esto puede evidenciarse
en la direccién de los vectores en los graficos de la figura 14. En palabras de Baas-
Becking: la materia organica y los nitratos serian los factores ambientales locales que
estan "seleccionando" la proliferacion de uno u otro taxén en comunidades con y sin
historia de manejo. Las otras variables que correlacionan con la variacién de la
estructura de las comunidades (i.e. pH, EC, arcilla y limo) parecen estar mas
relacionadas con cambios ambientales locales y no con la ausencia o presencia de
manejo agricola. Esto se evidencia por la direccion de los vectores en los
ordenamientos de la figura 14. Los niveles de fésforo fueron detectados como
importantes al tener en cuenta las distancias filogenéticas entre comunidades. Los
cambios en el nivel de fosforo podrian estar seleccionando linajes que no pueden
distinguirse como OTUs diferenciales al 97% de similitud y por eso esta tendencia no
se detecta al utilizar Bray Curtis como medida de diversidad beta.

El andlisis de la composicion taxondémica también revel6 diferencias entre
comunidades de suelos Agro y No Agro. Estas diferencias se vieron,
concordantemente con los resultados de diversidad beta, en las abundancias relativas
de los taxa. La abundancia de representantes de los phyla Gemmatimonadetes,
Nitrospirae y WS3 fue mayor en los suelos con historia de manejo. En cambio,
Verrucomicrobia, Plactomycetes, Actinobacteria y Chloroflexi fueron mas abundantes
en suelos No Agro. Estos resultados remiten, al menos en parte, a la hipbtesis de
seleccidn tréfica que divide a los microorganismos entre oligotréficos y copiotréficos
segun la disponibilidad de nutrientes a la que estan expuestos [162]. Muchos suelos
han sido previamente clasificados como ambientes oligotréficos [163]. Esto se debe a
que, a pesar de que los niveles de materia organica y de nutrientes son altos, se
encuentran en formas recalcitrantes. La mayoria de la materia organica se encuentra
en formas moleculares dificiles de acceder y de descomponer por parte de los
microorganismos. Este es el caso de los suelos de la Pampa Ondulada, que son ricos
en sustancias humicas [134]. Los microorganismos adaptados a ambientes
oligotroficos suelen ser estrategas-K, de crecimiento lento, con sistemas de captacion
de nutrientes muy eficientes y con altas constantes de afinidad por sustrato. Por otro
lado los organismos copiotréficos suelen ser estrategas-r, con altas tasas de
crecimiento frente a alta disponibilidad de nutrientes y grandes requerimientos
nutricionales. Los suelos bajo manejo agricola pueden clasificarse como copiotroficos
frente a los suelos de los parques, debido a la presencia de fertilizacion nitrogenada y
de residuos organicos luego de cada cosecha. Se ha demostrado previamente que la

fertilizacién y la presencia de residuos ha aumentado los niveles de materia orgénica
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labil en suelos de la Region Pampeana [164]. Nuestros resultados concuerdan con
estas hipotesis ya que los suelos No Agro poseen mayor abundancia de
representantes de los phyla Verrucomicrobia y Planctomycetes. Representantes del
phylum Verrucomicrobia han sido previamente descriptos como oligrotroficos [165,
166]. Ademas, ya se ha documentado la disminucién de este phylum en experimentos
de fertilizacion nitrogenada [167]. Un analisis de genomas de representantes del
phylum Planctomycetes los ha caracterizado como oligotréficos [168] y solo han sido
aislados en medios con bajos nutrientes [169].

Otra caracteristica de los suelos con presencia de manejo agricola es la de ser
ambientes mas heterogéneos que los suelos de los parques. La presencia de
fertilizacion, la rotacién de cultivos, los periodos de barbecho, la cobertura de residuos,
la aplicacion de agroquimicos son presiones que no existen en los suelos sin historia
de manejo y que generan cambios en la disponibilidad de nutrientes y recursos para
los microorganismos. Los taxa que son mayoritarios en las comunidades de suelos
agricolas parecen estar mas adaptados a ambientes heterogéneos, como es el caso
de Gemmatimonadetes. Un analisis de la distribucién geogréfica de los representantes
del phylum ha evidenciado su posible rol generalista al revelar su presencia en
multiples tipos de suelo con distintos niveles de nutrientes [170]. Ademas, el aumento
en la abundancia de Gemmatimonadetes ya ha sido relacionado con la presencia de
fertilizacién nitrogenada en suelos de bosques de tundra [171]. Los mismos autores no
encontraron presencia de Verrucomicrobia en suelos nitrogenados, pero si en el suelo
control. Resultado que es congruente con nuestros datos. Por otro lado, y también en
concordancia con nuestros resultados, otros autores también han observado mayor
cantidad de representantes de este phylum en suelos con manejo agricola que en
suelos control [172]. Son pocas las especies de Gemmatimonadetes que se han
logrado aislar y caracterizar hasta el momento [173, 174], por lo tanto la informacién
sobre su ecologia y fisiologia son escasas. Sin embargo, la evidencia parece indicar
que son organismos bien adaptados a la heterogeneidad ambiental. Hipotetizamos
que el aumento de Gemmatimonadetes en suelos Agro esta dado por la ventaja que
da esta plasticidad.

Hemos observado también una mayor abundancia del phylum Nitrospirae en suelos
con historia agricola La filogenia de este grupo taxonémico explicaria su adaptacion a
ambientes heterogéneos en cuanto a la disponibilidad de nitrégeno. Inicialmente se
habia propuesto que el equilibrio entre las abundancias de representantes del género
Nitrobacter y del phylum Nitrospirae regulaba los niveles de oxidacion de nitritos en

suelos agronémicos [175]. Las bacterias del grupo Nitrobacter suelen ser clasificadas
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como estrategas-r, con alta tasa de crecimiento y actividad especifica pero baja
afinidad por nitrito, en comparacion con representantes de Nitrospirae que se han
definido como estrategas-K y su afinidad es mayor [176]. De esta forma el equilibrio
entre las abundancias y actividades de ambos grupos permitiria un mejor
aprovechamiento del nitrito presente en los suelos; los grupos "r" estarian explotando
el recurso en zonas de alta concentracion y disponibilidad; y los "K" en zonas donde es
mas escaso. Esta hipétesis, sin embargo, parece no ser aplicable a nuestros suelos en
estudio ya que no hemos detectado OTUs clasificados dentro del género Nitrobacter.
La oxidacién de nitrito parece estar a cargo de otros taxa. Mas recientemente se ha
propuesto que la diversidad de sublinajes de Nitrospirae ocupa diferentes posiciones
en una escala imaginaria que va de estrategas-K a estrategas-r; y que los niveles de
nitritos definen la abundancia y distribucion espacial de estas poblaciones en barros
activados [177]. Nosotros proponemos un escenario similar para los suelos de la
Pampa Ondulada: existe un gradiente de concentracion y disponibilidad nitrito
determinada por la propia heterogeneidad en la estructura del suelo y esta
diferenciacién es mas marcada en suelos agronémicos a causa de los cambios en la
estructura debidos al uso del suelo, pero también y sobre todo, por la fertilizacién
nitrogenada [178]. Este gradiente determinaria nichos diferentes a ser explotados por
distintos sublinajes de Nitrospirae. Hipotetizamos que se genera una competencia por
colonizacién de estos nichos y que la mayor abundancia de Nitrospirae puede estar
reflejando una mayor diversidad de sublinajes en suelos con historia de manejo. En
otras palabras, una mayor abundancia y diversidad de Nistrospirae estaria dando
ventajas adaptativas a la comunidad en suelos con fertilizacion y marcados gradientes

de disponibilidad de nitritos.

En resumen, hemos demostrado que las comunidades microbianas de suelos con
historia de manejo son estructuralmente diferentes a las comunidades de suelos sin
manejo de la Pampa Ondulada; y hemos visto que la variacion en el patrén de
comunidades esta asociada a los cambios en las abundancias de OTUs. Este cambio
coincide con la hipétesis de Baas-Becking que dice "todo esta en todos lados pero el
ambiente selecciona". Pudimos comprobar la correlacién de los cambios con la
variacién en los factores ambientales. Vimos que la presién generada por el uso
agricola estaria "seleccionando” comunidades distintas a las presentes en suelos sin
manejo. El analisis de la composicién taxondmica nos permitié hipotetizar que los
cambios producidos por la presion de la agricultura influyen en las estrategias troficas
de las poblaciones de microorganismos. Seleccionandose estrategias-r o copiotréficas
cuando los nutrientes estan mayormente disponibles, por efecto de la fertilizacion y
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presencia de residuos, y eligiendo un estilo de vida "K" frente a una disponibilidad baja

de nutrientes.
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CAPITULO | -Parte B

Impacto de la agricultura sobre los perfiles
metagenomicos de las comunidades
microbianas del suelo.

El caso de la Pampa Ondulada.




Como objetivo de esta seccion se buscara comparar los perfiles
metabodlicos de las comunidades microbianas de suelos con y sin historia de

uso agricola en el Pampa Ondulada.

Se hipotetiza que los cambios en las caracteristicas del suelo generados por el
uso agricola han impactado en la evolucion y adaptacion de las comunidades
microbianas y este efecto se vera reflejado en los perfiles metagenémicos de

las comunidades.

Como premisa se cuenta con los resultados obtenidos en el Capitulo |- Parte A,
donde se observd que la estructura y composicion difieren entre comunidades

de suelos con y sin historia de manejo agricola.
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Materiales y Métodos

Sitios, muestreo, propiedades de suelo y extraccion de ADN

Para responder a los objetivos planteados en esta seccién se utilizaron las mismas
muestras de suelo que para los analisis del Captilo |- Parte A. Para méas detalles ver la
seccion "Materiales y Métodos" de dicho capitulo.

Preparacion de bibliotecas para "shotgun sequencing”

Para la preparacién de bibliotecas se utilizaron 500 ng de de ADN por lote o parque
muestreado provenientes de una unica muestra de suelo. Se siguieron los protocolos
detallados en el manual Rapid Library Preparation Method de Roche-454
(http://454.com/my454/). Las bibliotecas se prepararon adicionando un identificador
unico (MID o barcode) por ligacién para cada muestra y fueron pooleadas en una
solucién conteniendo la misma cantidad de masa de cada una. Los pooles se armaron
segun el establecimiento donde fueron tomadas las muestras de suelo inicialmente.
Las soluciones finales fueron cuantificadas utilizando espectrometria de fluorescencia
para la deteccién de fluoréforo FAM, presente en los adaptadores de secuenciacion
454, y diluidas a una concentracién de 1x10” moléculas de ADN/ul para generar la

solucion de trabajo a secuenciar.

Secuenciacion de bibliotecas

Las soluciones de trabajo fueron tituladas previo a la secuenciacion. Para ello se
realizaron amplificaciones por PCR en emulsion utilizando los procedimientos y
reactivos especificados en el manual emPCR Amplification Manual -Lib-L- SV
(http://454.com/my454/). La preparacion de las muestras para secuenciacién fue
realizada utilizando la cantidad de copias de ADN determinada en la titulacién
siguiendo los procedimientos detallados por los manuales emPCR Amplification
Manual - Lib-L LV (http://454.com/my454/). La secuenciacion de las bibliotecas fue
realizada de acuerdo a lo establecido por el manual Sequencing Method Manual en un
secuenciador Titanium series de Roche-454. Cada biblioteca pooleada fue
secuenciada en 1 pico-placa, en total se realizaron 3 corridas de secuenciacién, una

por cada establecimiento muestreado. Cada biblioteca a secuenciar contenia un pool
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de dos bibliotecas generadas con muestra de ADN provenientes de muestras de
suelo de cada lote y parque de cada establecimiento.

Procesamiento y analisis de secuencias obtenidas

Los archivos SFF obtenidos de las corridas de secuenciacion fueron importados al
servidor "en linea" MG-RAST [179] para analisis y filtrado por calidad y posterior
anotacion. El filtrado de secuencias incluyé en un primer paso la eliminacion de
secuencias con * un desvio estandar de la media de longitud. El siguiente paso
consistié en la eliminacion de duplicados técnicos. Se obtuvo un promedio de 1,28

x10° secuencias por muestra.

Las secuencias filtradas fueron luego asignadas por similitud a clusters de ortélogos
(COG) utilizando un E-value de 1x10°, un alineamiento promedio de 80 amino4cidos
de longitud y un 70% minimo de identidad.

Se calcularon las abundancias relativas dividiendo el nimero de hits para cada COG o
categoria por el total de las secuencias para casa muestra. Sobre las tablas de
abundancias relativas de categorias metabdlicas se calcularon distancias euclidianas
entre pares de muestras. Las matrices obtenidas se utilizaron para el célculo de
Coordenadas Principales (PCoA). Para evaluar la significancia de los grupos
observados en el ordenamiento se utilizaron las pruebas no paramétricas ANOSIM
[180] y PERMANOVA [181], con 999 permutaciones. Se utilizd la prueba de Mantel
para evaluar la correlacién de las matrices de perfiles metabdlicos con las matrices de
diversidad beta utilizadas en el Capitulo |- Parte A. Se utilizé el test BIOENV (Clarke
and Ainsworth 1993) para determinar que variables fisico-quimicas del suelo
correlacionaron mejor con el patron de perfiles metabdlicos. La tabla con las variables
fisico-quimicas fue centrada y estandarizada utilizando "Z- scores". Se utilizo el test de

Mantel para evaluar la significancia de las correlaciones encontradas.

Para comparar las abundancias de clusters de ortologos o sus categorias entre suelos
con y sin historia de manejo se utiliz6 el promedio de abundancias relativas para cada
tratamiento. Para evaluar las significancias se utilizé la prueba de Student de una cola.

Todos los calculos numéricos fueron realizados con los paquetes "stats", "vegan" y
"BiodiversityR" del entorno R [182].
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Resultados

La visualizacion del patrén de perfiles metagendémicos basado en distancias
euclidianas mostré cierta separacion entre suelos bajo distinto tratamiento (Figura 16).
Los dos primeros ejes del PCoA explicaron méas del 60% de variacion entre muestras.
Las elipses de desvio estandar muestran un solapamiento entre ambos tratamientos,
indicando que algunas caracteristicas son compartidas entre comunidades de suelos
con y sin historia de uso agricola. Las pruebas de ANOSIM y PERMANOVA arrojaron
resultados no significativos (p=0,05). Estos resultados indican que la presencia de
agricultura no fue factor suficiente para separar los perfiles metabdlicos, sugiriendo
que otros factores estan actuando sobre la variacién en los mismos. Sin embargo, se
confirmd una correlacion positiva entre la matriz de distancias euclidianas basada en
categorias de COG y la matriz de diversidad beta basada en weighted Unifrac (Mantel
r: 0,5036 p<0,05). Estos resultados indican que los perfiles metabdlicos difieren entre
tratamientos, sin embargo la evidencia no es tan fuerte como el caso del andlisis de
diversidad beta (ver figura 13). Esto puede deberse, probablemente, a la falta de sub-

muestras para eliminar el ruido debido a la variacidén por establecimiento en el analisis.

1 T

-4

Variacion explicada 26,19%

-5 0 5
Variacion explicada 34,53%

Figura 16: Patron obtenido a partir de los perfiles metabdlicos de las comunidades de
suelos Agro (Rojo) y No Agro (Azul) en la Pampa Ondulada. Los puntos corresponden a
muestras tomadas en La Estrella, los triangulos a muestras de La Negrita y las cruces
muestras de Criadero Klein. Las elipses determinan el desvio estandar con un limite de

confianza de 95%.
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Al analizar cuales variables de suelo (Tabla 2) correlacionaron mejor con los perfiles
metabdlicos se detectd a los niveles de arcilla y de limo como los mejores candidatos,
con un coeficiente de correlacién de 0,35. Sin embargo no se pudo probar la
significancia de esta correlacion (p>0,05).

Un analisis basado en la comparacién de categorias metabdlicas entre suelos Agro y
No Agro mostrd diferencias significativas. Las categorias metabdlicas asociadas a
transcripcién, modificacion de proteinas, transporte y metabolismo de nucledétidos,
biogénesis de membrana y pared celular y secrecion y trafico intracelular fueron mas
abundantes en comunidades de suelos con historia de manejo agricola (Figura 17,
p=<0,05)

Produccién y conversion de energia
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Modificaciones postraduccionales, degradacion de proteinas y chaperonas
Transporte y metabolismo de carbohidratos
Transporte y metabolismo de nucleétidos
Transporte y metabolismo de lipidos
Replicacién, recombinacién y reparaciéon de ADN
Traduccion, estructura y biogénesis de ribosomas
Transcripcion
Solo prediccién de funciones generales
Transporte y metabolismo de coenzimas
Transporte y metabolismo de iones inorganicos
Trafico intracelular, transporte vesicular y secrecion
Mecanismos de transduccién de sefales
Control del ciclo celular, divisiéon celular y particion de cromosoma
Pared celular y membrana
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios
Mecanismos de defensa
Funcién desconocida
Motilidad celular
Citoesqueleto
Procesamiento y modificacion de ARN

Estructura y dinamica de cromatina

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Abundancia relativa (%)
Figura 17: Promedio de las abundancias relativas de asignaciones (hits) respecto del
total de secuencias por muestra para cada categoria de COGs. Rojo corresponde a
suelos Agro y azul a suelos No Agro. Las barras indican + 1 desvio estandar, (*) indica

diferencias significativas, p<0,05

La comparacién dentro de las categorias reveld6 también diferencias entre
comunidades Agro y No Agro (Figura 18, p<0,05). Se detectd que las abundancias de
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COGs asociados a enzimas y motivos relacionados con el metabolismo energético
fueron diferentes entre los suelos de los lotes y de los parques. Clusters relacionados
con el metabolismo de acetil-CoA y Coenzima A y con el almacenamiento de energia o
estados de quiescencia fueron mas abundantes en suelos No Agro. Este es el caso de
los COGs de pantotenato quinasa, fosfotransacetilasa y de utilizacién de trehalosa.
Por otro lado, los COGs asignados a mecanismos de regulacién rapida, a enzimas del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y a la asimilacién de nitr6geno fueron mas
abundantes en suelos Agro.
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Chaperona

Glutamato sintetasa- Dominio 2

Glutamato sintetasa- Dominio 1

Glutamato sintetasa- Dominio 3

Componente ATPasa de transportador ABC

Fumarato reductasa

Fosfogluconato dehidratasa

Topoisomerasa tipo IlA- Subunidad beta

S-adenosil,homo-cisteina hidrolasa

Citrato sintetasa

Proteina P del sistema de clivaje de glicinas

Factor de terminacion de transcripcion

S-adenosil,metionina sintetasa

Enzima de la via de sintesis de isoprenoides |
Proteasa dependiente de ATP

’roteina inducida por inanicién de fosfato- ATPasa

Isositrato liasa

6- fosfogluconato dehidrogenasa

Ureasa

fumarato hidratasa

Putativa quinasa de serina

Sintetasa de tARN- subunidad alfa

Proteina de la via de sintesis de flagelo

Ni, Fe hidrogenasa- Subunidad |

Proteina accesoria de transcripcion

Proteina de ensamblado de Pilli- ATPase

Ribonucleotido reductsa- Subunidad beta

ATPasa de la superfamilia AAA

Proteina de biosintesis de cobalamina !
fosforibuloquinasa

Protina de utilizacién de trehalosa |

fosfoserina aminotransferasa

Pantotenato quinasa s
Fosfotransacetilasa g

0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

o

Abundancia relativa (%)

Figura 18: Promedio de las abundancias relativas de asignaciones (hits) respecto del total de secuencias por muestra para cada COG. Rojo
corresponde a suelos Agro y azul a suelos No Agro. Las barras indican £ 1 desvio estandar. Se muestran solo los COGs significativos, p<0,05



Discusion

El andlisis de los perfiles metabdlicos permitié evidenciar diferencias entre los suelos
con y sin historia de manejo. A nivel del perfil completo las diferencias fueron débiles,
sin embargo a nivel puntual pudieron evidenciarse diferencias entre las capacidades
metabdlicas presentes en los microbiomas de suelos Agro y No Agro. La falta de
significancia en el resultado de la prueba de ANOSIM hace pensar en la presencia de
otros factores ademas del uso agricola en la estructuracion de los perfiles metabdlicos.
Sin embargo, al buscar correlaciones con variables fisico-quimicas del suelo tampoco
se encontraron correlaciones significativas con el patron observado. Este resultado no
indica que no existan variables ambientales influyendo en el patron metabdlico de las
comunidades, sino que no se pudieron explicar con las variables estudiadas, o al
menos no pudieron ser reveladas con la cantidad de datos utilizados. De todos modos,
si se observé una correlacion fuerte entre el patrén de diversidad beta y el de perfiles
metabdlicos. Esto indica cierto grado de correspondencia entre los cambios
observados en la diversidad de las comunidades y en sus metagenomas por el
impacto agricola. Sugiriendo que cambios en la composicién taxonémica no implican
redundancia funcional. En un trabajo reciente, Fierer et al. también observaron
correlaciones entre la diversidad funcional revelada por datos metagenémicos y la
diversidad taxonémica en comunidades de suelos de praderas en Estados Unidos
[183]. Estos resultados resaltan la importancia de la diversidad de taxa en las
comunidades del suelo.

Ademas, fue posible evidenciar diferencias puntuales entre las caracteristicas
metabdlicas de los metagenomas de suelos Agro y No Agro. Se observo una mayor
abundancia de secuencias asignadas a transcripcién, modificacion y transporte de
proteinas, transporte y metabolismo de nucleétidos y biogénesis de pared celular y
membrana en los microbiomas de suelos agricolas. Aumentos en estas categorias
metabdlicas han sido previamente reportados para comunidades de suelos con
fertilizacién nitrogenada respecto de suelos sin fertilizacion [41]. En concordancia,
algunos de los COGs aumentados en suelos agricolas se vieron anteriormente sobre
representados en genomas de microorganismos copiotroficos; mientras que las
caracteristicas metabdlicas mas abundantes en suelos de los parques se vieron mas
representadas en genomas de microorganismos oligrotoficos de ambientes marinos
[168].

Entre los COGs mas abundantes de las comunidades Agro encontramos genes

relacionados con mecanismos de regulacién por riboswitches, como ser S- adenosil,
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metionina sintetasa, S-adenosil, homocisteina hidrolasa y proteina de biosintesis de
cobalamina [184-186]. Como ya se mencion6 en el Capitulo |- parte A, proponemos a
los suelos con historia de uso agricola como ambientes copiotréficos y heterogéneos,
respecto de los suelos de los parques, y vimos que la composicion de las
comunidades microbianas de los mismos indica una tendencia hacia la adaptacion a
este tipo de ambientes. La mayor presencia de COGs relacionados con riboswitches
podria indicar también una ventaja frente a la heterogeneidad ambiental y mayor
disponibilidad de nutrientes. Estos mecanismos antiguos, basados en aptameros de
ARN, no precisan de moléculas intermediarias y por lo tanto son de reaccién rapida
[187], una caracteristica muy deseable en organismos adaptados a cambios en los
niveles de nutrientes [188]. Conforme con esta hipétesis, previamente se ha propuesto
que la adquisicion del gen de S-adenosil, homocisteina hidrolasa por parte de algunas
bacterias, ha permitido su evoluciéon hacia una mayor versatilidad metabdlica y un
aumento en el tamafo del genoma [189], caracteristicas conocidas de copiotrofia
[168]. En concordancia, previamente se ha demostrado una disminucion del uso del
aminoacido metionina por parte de microorganismos en ambientes oligotroficos [190] y
una dependencia de los procesos dependientes de metionina y de S-
adenosilmetionina (SAM), como ser la metilacion y la sintesis de metabolitos
secundarios como la cobalamina (vitamina B12), con la disponibilidad de nutrientes
[191]. Los COGs diferenciales entre suelos Agro y No Agro, relacionados con
riboswitches, corresponden a enzimas involucradas en estos procesos. Sumando a
estas evidencias, se han observado cambios en la estructura de comunidades
microbianas en relaciéon con los niveles de vitaminas B en ambientes marinos [192].
Faltan aun evidencias para unir el nivel de disponibilidad de nutrientes en los suelos
agronomicos con los procesos relacionados con el metabolismo de metionina y
vitaminas B, y su regulacion por riboswithces, sin embargo la mayor abundancia de los
COGs mencionados respecto de los suelos No Agro, sugiere una ventaja adaptativa

para la vida en un ambiente mas copiotréfico y heterogéneo.

Ademas, las diferencias en los perfiles metabdlicos permiten pensar en una mayor
adaptacion a cambios en los niveles de nitrdgeno por parte de las comunidades de
suelos con historia de uso agricola. Tres COGs asignados a la enzima glutamato
sintetasa (GOGAT) fueron mas abundantes en microbiomas de suelos Agro. GOGAT
es la enzima encargada de la sintesis de glutamato mediante el uso de 2-ketoglutarato
o glutamina como sustrato. El rol combinado de GOGAT con la enzima glutamina
sintetasa permite a las células bacterianas censar los niveles externos de NH,* [193].
Mediante la asimilacion de NH," usando 2-ketoglutarato (derivado de TAC), el circuito
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sintetiza glutamina y glutamato. Estos dos intermediarios proveen N para la sintesis de
todos los componentes nitrogenados [194]. Ya ha sido demostrado que los niveles de
glutamina sirven como sensor de la disponibilidad externa de N y puede ser
responsable de la modulacion de las tasas de crecimiento [195]. Frente a esto, la
mayor abundancia de GOGAT en suelos Agro sugiere su importancia en la deteccién
de flujos de nitrégeno provocados por la fertilizacién. En concordancia, se detect6
mayor abundancia de COGs relacionados con enzimas del TCA, como ser citrato
sintasa y succinato deshidrogenasa, en los perfiles de suelos Agro. La relacion entre la
via de asimilaciéon de nitrégeno regulada por GOGAT y el TCA ha sido previamente
descripta por Doucette y colaboradores [196]. Estos autores demostraron que la
concentracion de los componentes de la via de GOGAT y de sus intermediarios
metabdlicos, como ser el nivel de aminoacidos y de intermediarios del TCA, cambian
rapido y considerablemente con el aumento de la disponibilidad de nitrégeno, sin
embargo, la concentracion de intermediarios de la glucdlisis se mantiene constante.
Ademas confirmaron el rol dominante de la concentracién de 2-ketoglutarato en el
control del metabolismo central en enterobacterias. Frente a estos antecedentes,
proponemos que el aumento en las abundancias de COGs de la via de GOGAT y TCA
en suelos Agro esté relacionado con la adaptacion de las comunidades microbianas a
los cambios en los niveles de nitrégeno por fertilizacion. También observamos un
aumento en la abundancia de ureasa en los suelos Agro. Estos suelos han sido
histéricamente fertilizados con dos tipos de fertilizacion: basada en amonio y basada
en urea. Hipotetizamos que la presién que ejercieron ambos tipos de fertilizaciones
seleccion6 una comunidad mejor adaptada a los cambios en los niveles de distintos
tipos de fuentes de nitrégeno y esto es lo que observamos en la composicion de los

metagenomas.

Es muy importante aclarar que nuestros resultados no revelan si hubo cambios en la
expresion o la actividad de los metabolismos mencionados, sin embargo los aumentos
en las abundancias de COGs pueden estar reflejando mayor diversificacion y
especializacion de estos metabolismos. La presencia de un mayor numero de copias
de genes estratégicos en genomas y metagenomas ya ha sido relacionada con estilos
de vida oligotréficos o copiotréficos [41, 168].

Por otra parte, los metagenomas de suelos sin historia agricola presentaron
aumentados niveles de COGs relacionados con el metabolismo de Coenzima Ay
acetil-CoA. El acetil-CoA es un metabolito central y esta involucrado en numerosas
transformaciones metabdlicas. Es una molécula de acetato unida a Coenzima A; es,

en esencia, una forma activada de dos carbonos que la célula utiliza para unir
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metabolitos como ser acidos grasos y esteroles. Alternativamente, el acetil-CoA puede
ser oxidado via TCA para producir NADH o servir como dador de metabolitos para
acetilacion y modificacién de proteinas [197]. Es comprobado que altos niveles de
acetil-CoA indican un estado celular proliferativo o "alimentado”, mientras que niveles
bajos indican un estado quiescente o de "hambreado". La enzima pantotenanto
quinasa (PanK), uno de los COGs mayoritarios en suelos No Agro, es clave en la
sintesis de coenzima A [198]. Se ha demostrado que PanK es esencial para el
mantenimiento de los niveles intracelulares de coenzima A y que es el factor clave
para el paso del estado "alimentado" al estado "hambreado" en células eucariotas
[199]. Mutantes deficientes en PanK presentaron niveles bajos de coenzima A
generando asi niveles atenuados de oxidacion de acidos grasos. Por otro, lado se ha
propuesto que los microorganismos oligotréficos utilizan preferentemente lipidos como
intermediarios y como almacenamiento de carbono y energia [168]. Estas
conclusiones derivan de la alta deteccion de familias de genes asociados a la
degradacién de &cidos grasos en genomas de bacterias de ambientes marinos
oligotréficos. Proponemos que los altos niveles de PanK en los metagenomas de
suelos No Agro estan relacionados con el mantenimiento correcto de los niveles de
acetil-CoA y coenzima A, y una correcta regulacion metabdlica y por ende una
utilizacion adecuada de acidos grasos para producir energia, confiriendo una ventaja
frente la oligotrofia del ambiente. En concordancia vimos mayor abundancia de
secuencias asignadas al COG de fosfotransacetilasa en estos microbiomas. Es sabido
que frente a condiciones de limitaciébn de energia ciertos micoorganismos pueden
convertir acetil- CoA a acetil-fosfato y luego a acetato mediante la actividad de
fosfotransacetilasa y acetato kinasa. El acetato es liberado y luego recapturado en
momentos de baja disponibilidad de nutrientes [200]. Al igual que para PanK, creemos
que una mayor presencia de fosfotransacetilasa en estos suelos esta relacionada con
una adaptacion a la baja disponibilidad de materia organica y nutrientes. El tercer COG
mas abundante en suelos sin historia de manejo agricola fue el de la proteina de
utilizacion de trehalosa. Varios microorganismos utilizan trehalosa como fuente de
carbono, almacenamiento de carbohidratos 0 como osmoprotector [201, 202]. Varios
miembros del género Mycobacteria y de la familia Frankiaceae, del phylum
Actinobacteria, pueden producir y/o utilizar trehalosa [203-205]. Como ya se habia
mencionado en el Capitulo |- Parte A, se observé mayor abundancia de Actinobacteria
en los suelos No Agro. Mas aun, secuencias clasificadas dentro de la familia
Frankiaceae solo fueron detectadas en estos suelos (Figura A1- Anexo) y el nivel de
representantes del género Mycobacteria fue mayor que en suelos agricolas (Figura
A2- Anexo).
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Resumiendo, en este capitulo pudimos ver que existen diferencias a nivel puntual
entre las propiedades metabdlicas de los metagenomas de suelos con y sin historia de
uso agricola. Observamos que los metabolismos que estan mas representados en una
u otra condicién sugieren adaptaciones a las diferencias en los niveles de nutrientes y
de homogeneidad del ambiente. Los metagenomas de suelos bajo manejo agricola y
condiciones heterogéneas presentaron mayor cantidad de COGs relacionados con
utilizacién de nitrégeno, metabolismo central de carbono y de regulacion rapida y
versatil. Mientras que los metagenomas de suelos sin historia de manejo parecen mas
adaptados a ambientes de equilibrio oligotréfico, ya que presentaron mayor
abundancia de enzimas relacionadas con regulacién de estados de hambreado y de
almacenamiento de carbono y energia. Finalmente vimos que las diferencias a nivel
global de los perfiles metabdlicos correlacionan con el patron de diversidad de las

comunidades.
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CAPITULO I

Impacto de la siembra directa y la labranza
convencional sobre la estructura, composicion y
perfiles metabolicos de las comunidades
microbianas del suelo.

El experimento de Balcarce.




El objetivo de este capitulo sera establecer las diferencias del impacto
generado por distintos sistemas de labranza en la estructura de la diversidad,
en la composicion taxondmica y en los perfiles metabodlicos de las comunidades

microbianas de suelos de la Regién Pampeana.

Frente a la premisa de que la labranza convencional y la siembra directa
producen distintos efectos sobre la estructura y las caracteristicas quimicas y
fisicas del suelo, se hipotetiza que su impacto sobre las comunidades
microbianas sera diferente. Predecimos que estas diferencias se evidenciaran
en el patrén de diversidad beta, en la composicion taxonémica y en los perfiles

metabdlicos.
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Materiales y Métodos

Sitio y muestreo
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Figura 19. Localizacion geografica de la Unidad Experimental INTA Balcarce.

Para cumplir con los objetivos planteados se tomaron muestras en un experimento de
labranzas y rotaciones mixtas de 34 afnos. El experimento fue llevado a cabo en la
Unidad Integrada INTA en Balcarce (Figura 19). El disefio del experimento es de
blogues completos aleatorizados con arreglo de tratamientos en parcelas divididas.
Para los propdésitos planteados se muestrearon 3 subparcelas por tratamiento (Figura
20). Los tratamientos fueron: labranza convencional (LC) y siembra directa (SD). Las
parcelas bajo labranza convencional tuvieron ese manejo desde 1976 y las parcelas
bajo siembra directa sufrieron labranza convencional desde 1976 a 1993 y luego
siembra directa por 16 afios hasta el momento del muestreo en Agosto de 2010. Las
rotaciones variaron entre pasturas, soja, trigo y maiz. Las subparcelas muestreadas
recibieron una fertilizacion de 60 Kg N/ano y el mismo tipo de rotacién. La fuente de
nitrégeno utilizada fue urea aplicada al voleo en V6 (sexta hoja) para maiz, en
macollaje para el trigo y en R1 (inicio de floraciéon) para soja. El tamafo de las
unidades experimentales es de 10m x 17,5 m (175m?). Los suelos muestreados fueron
clasificados como un complejo de Argiudol tipico (Serie Mar del Plata) y Paleudol
petrocalcico (Serie Balcarce). La temperatura anual media fue de 13,8°C y la
precipitacién anual media de 875 mm. La ultima rotacién previa al muestreo fue maiz-
soja. Se recolectaron 2 submuestras de suelo por subparcela. Se utilizé un barreno

para tomar los primeros 20cm del perfil de suelo.
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También se tomaron muestras en el parque asociado al casco. Se seleccionaron tres
sectores y alli se tomaron dos sub-muestras por sector. Estas muestras

corresponderan a la referencia, o control.

A

Tratamiento| Réplica | Submuestra

Labranza

Convencional [ 2

i

©

)

o

Siembra
Directa

cle
C)

Figura 20: A) Diseiio de muestreo B) y C) Disefio e imagen satelital del experimento de
Balcarce. Se senalan las subparcelas (réplicas) muestreadas con tildes rojos. Los tonos
de grises corresponden a distintos grados de fertilizacidon nitrogenada, solo se
muestrearon parcelas con 60 Kg N/afio.
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Analisis fisico-quimicos

Las mediciones de propiedades fisicas y quimicas de los suelos muestreados se
realizaron, en colaboracién con el grupo del Ing. Roberto Alvarez de la Facultad
Agronomia de la Universidad de Buenos Aires. La textura (i.e. % de arcilla, % de limo,
% de arena) fue determinada por el método del hidrémetro [147]. El porcentaje de
carbono organico fue determinado por el método de digestién humeda [148]. El pH se
calculé usando una solucién suelo:agua de 1:2,5. La salinidad se calcul6 como medida
de la conductividad eléctrica [149]. El fosforo extractable se determin6 con el método
de Bray [150]. El nivel de nitratos se analizé mediante extraccion en KCL 2 M y el
método del acido fenoldisulfénico y el porcentaje de nitrégeno mediante el método de
Kjeldahl [151].

Extraccion de ADN y preparacion de bibliotecas y secuenciacion

Se extrajo ADN y se prepararon las bibliotecas de amplicon y shotgun sequencing
segun los procedimientos explicados en la seccién Materiales y Métodos del Capitulo
|- Partes Ay B.

Procesamiento de secuencias y analisis numéricos

Para el procesamiento y andlisis de los datos de secuencias de amplicones del gen
16S ARNr se utilizé la plataforma QIIME [152], siguiendo los mismos pasos descriptos
en la seccién Materiales y Métodos del Capitulo I-Parte A. El analisis numérico
también fue equivalente al explicado en el Capitulo |- Parte A. La cantidad de
secuencias por muestras vario entre 1.311 y 5.092.

Para el procesamiento y analisis de datos de secuenciacion shotgun se utilizé el
servidor MGRAST con los métodos descriptos en la seccion Materiales y Métodos del
Capitulo I-Parte B. El analisis numérico también fue equivalente al explicado en el
Capitulo |- Parte B. La cantidad de secuencias por muestras alcanz6é un promedio de
304.258.
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Resultados

Patron de diversidad beta de las comunidades microbianas de suelos bajo

siembra directa y labranza convencional

El primer paso de andlisis se enfocd en corroborar los resultados obtenidos para
suelos de la Pampa Ondulada. La evaluacion por PCoA permiti6é distinguir dos grupos
de comunidades: las de suelos con y sin historia de manejo agricola (Figura A3-
Anexo). Vimos asi que el efecto del uso agricola es evidente a distintas latitudes en la

region.

La visualizacion por PCoA de las distancias calculadas entre las comunidades
muestreadas en el experimento permiti6 distinguir un patron que divide a las
comunidades segun el tratamiento, LC o SD (Figura 21). Este patrdn se observé para
las dos distancias cuantitativas utilizadas (i.e. weighted Unifrac y Bray Curtis). Las
pruebas de ANOSIM y PERMANOVA confirmaron la significancias de los
ordenamientos (Tabla 3). El patrén de diversidad beta cualitativo obtenido con
unweighted Unifrac permitid visualizar una separacion menos precisa de las
comunidades segun el tipo de manejo, las elipses de los desvios estandar se
solaparon (Figura 21). Sin embargo los andlisis por ANOSIM y PERMANOVA
permitieron evidenciar una separacién segun el manejo (i.e. SD y CT) para esa métrica

cualitativa.
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Figura 21: Patréon de diversidad beta de las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y bajo
CT (Naranja) en el experimento de Balcarce. Las elipses determinan un limite de
confianza de 95%.
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Tabla 3: Significancia del agrupamiento de las comunidades segun el tratamiento SD o
LC para las distintas distancias evaluadas

Test/ Distancia Weighted Unifrac  Unweighted Unifrac Bray Curtis

ANOSIM R 0,93 0,49 0,90
ANOSIM p 0,002 0,002 0,001
PERMANOVA R2 0,29 0,12 0,17
PERMANOVA p 0,002 0,002 0,002

El mayor valor de R para métricas cuantitativas que cualitativas en el test de ANOSIM
revela la importancia de la cantidad de OTUs en la estructura de las comunidades. La
variacion explicada por los dos primeros ejes de los ordenamientos de PCoA
acompana este resultado. La mayor variacidbn es visualizada al utilizar weighted
Unifrac como medida de diversidad beta. Como se comentd en el Capitulo |- Parte A,
weighted Unifrac mide las distancias filogenéticas entre comunidades, dando idea del

cambio evolutivo que sufrieron las mismas.

Relacion de las variables del suelo con el patron de comunidades

Utilizamos el test de BIOENV para evaluar la correlacién de las variables fisico-
quimicas del suelo con el patrén observado para las comunidades microbianas (Tabla

4). Se utilizé el valor promedio de las distancias calculadas por subparcela.

Tabla 4: Caracteristicas fisico- quimicas de los suelos muestreados en Balcarce.

Manejo Labranza Convencional Siembra Directa
Réplica (subparcela) 1 2 3 1 2 3
Mat. Org. (%) 5,6 5,6 4,8 5,3 4,9 4,8
Arcilla (%) 15 16 15 15 16 16
Limo (%) 26 35 39 40 42 39
Arena (%) 59 49 46 45 42 45
Textura franco franco franco franco franco franco
arenosa
Pi. (p-p-m.) 10,22 35,93 34,3 34,19 25,61 17,6
NO;* (p.p.m) 12,2 5,4 16,01 25,95 36,91 22,31
N 0,24 0,22 0,22 0,24 0,25 0,21
pH 5,2 5,2 5,2 5,2 5,3 5,2
CE (dS/m) 0,17 0,14 0,11 0,16 0,16 0,13
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Figura 22: Correlacion de variables fisico-quimicas del suelo con el patron de diversidad
beta de las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja).

Solo el nivel de nitratos correlaciond con el patrén de diversidad observado (Figura 22,
p<0,01). El valor de correlacion fue de r= 0,76 para el patron de weighted Unifrac y de
r=0,77 para Bray Curtis.

Diferencias en la composicion taxonémica de las comunidades de suelos bajo

labranza convencional v siembra directa

Se encontraron diferencias al comparar las composiciones taxonémicas de las
comunidades de suelos bajo SD y LC. Los phyla Acidobacteria, Gemmatimonadetes,
TM7 y la clase Gammaproteobacteria fueron mas abundantes en suelos bajo LC.
Mientras que los representantes de los phyla Nitrospirae, WS3 y de la clase
Deltaproteobacteria fueron mas abundantes en suelos bajo SD (Figura 23, p<0,05).
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Figura 23: Promedio de las abundancias relativas de los taxa mas abundantes en las
comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja). Las barras indican + 1 desvio
estandar, (*) indica diferencias significativas, p<0,05

Diferencias de los perfiles metabdlicos de microbiomas de suelos bajo labranza

convencional v siembra directa

Se analiz6 el patrén de variacién de los perfiles metabdlicos mediante un PCoA
basado en distancias euclidianas calculadas a partir de las abundancias de clusters de
ortélogos (COGs) para microbiomas de suelos bajo SD y CT. No se observaron
diferencias entre tratamientos (Figura 24). Los puntos en el grafico de PCoA se
superponen y las pruebas de ANOSIM y PERMANOVA arrojaron resultados no
significativos (p=0,05). Al evaluar la correlacion de la matriz de metabolismos con la
matriz de diversidad beta mediante la prueba de Mantel, el resultado también fue no

significativo. No se observé correlacidén entre ambos patrones de variacion.
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Figura 24: Patron obtenido a partir de los perfiles metaboélicos de las comunidades de
suelos bajo siembra directa (rojo) y labranza convencional (haranja). Las elipses

determinan un limite de confianza de 95%.

Si bien no se observaron diferencias en el perfil completo de metabolismos, si se
detectaron cambios en las categorias puntuales de COGs (Figura 25, p<0,05). Las
secuencias asignadas al trafico intracelular, vesicular y secrecion de proteinas,
transporte de aminoacidos y produccion de energia fueron mayoritarias en suelos bajo
labranza convencional (figura 25). También se observaron diferencias de algunos
COGs dentro de las categorias funcionales (figura 26).
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Figura 25: Promedio de las abundancias relativas de asignaciones (hits) respecto del total de secuencias por muestra para cada categoria de COGs. Rojo

corresponde a suelos bajo siembra directa y naranja a suelos bajo labranza convencional. Las barras indican * 1 desvio estandar, (*) indica diferencias

significativas, p<0,05
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Figura 26: Promedio de las abundancias relativas de asignaciones (hits) respecto del
total de secuencias por muestra para cada COG. Rojo corresponde a suelos bajo
siembra directa y naranja a suelos bajo labranza convencional. Las barras indican % 1
desvio estandar. Se muestran solo los COGs significativos, p<0,05
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Discusion

El analisis de diversidad beta demostré que existen diferencias en las estructuras de
las comunidades bajo distinto tipo de manejo agricola. Las distancias cuantitativas
demostraron el gran peso que tiene la diferencia de abundancias entre comunidades
de ambos tipos de suelo. El analisis que no tuvo en cuenta las abundancias, también
demostré la existencia de diferencias entre LC y SD. Como vimos en el capitulo |-parte
A, el perfil basado en matrices de weighted Unifrac explic6 mayor variacién entre las
comunidades, sugiriendo que esa diferencia evolutiva se corresponde con distintos

cambios adaptativos acumulados por las comunidades de suelos bajo SD o LC.

El andlisis en la composicién taxondmica evidencié a cuales organismos pertenecen
las diferencias en abundancias. Los phyla Gemmatimonadetes, y Acidobacteria fueron
mas abundantes en suelos bajo labranza convencional, mientras que Nitrospirae y
WS3 estuvieron mas representados en suelos bajo siembra directa. Son conocidos los
efectos que las labranzas agricolas convencionales han producido en los suelos de la
Regi6on Pampeana. Entre ellos se destacan la degradacion de la estructura del suelo
con pérdida de estabilidad y de macro agregados, y la disminucion de materia
organica particulada y de sustancias humicas [206, 207]. Como resultado se tienen
suelos con baja cantidad de macro agregados y mayor cantidad de micro agregados,
pero empobrecidos en materia organica. Por otro lado, numerosos estudios han
demostrado que la utilizacion de sistemas de siembra directa tiene efectos positivos
sobre la recuperacion de la estabilidad, de la cantidad de macroagregados del suelo y
de sustancias humicas [140, 208-211]. Como mencionamos en el Capitulo |,
consideramos a los suelos bajo uso agricola como ambientes copiotréficos respecto
de suelos no disturbados, debido a la adicion de nutrientes por fertilizacion y
mantenimiento de residuos. También mencionamos un mayor nivel de heterogeneidad
ambiental en los suelos agricolas a causa de la rotacidén de cultivos, la fertilizacion y
aplicacion de agro-quimicos y los cambios en la estructura por la labranza. En este
caso, las parcelas estudiadas estuvieron sujetas al mismo patron de rotacién de
cultivos, recibieron la misma cantidad de fertilizacién, pero el efecto de los sistemas de
labranza en su estructura y la cantidad de residuos vegetales recibidos en cada
campana fue diferente. Los suelos bajo siembra directa mantuvieron los residuos
luego de cada cosecha, mientras que los suelos bajo labranza convencional
mantuvieron menor cantidad de residuos. Por otro lado asumimos que las diferencias
arriba mencionadas en la estabilidad y cantidad de agregados y de materia organica y
sustancias humicas esta presente en nuestros suelos de estudio. Bajo estas premisas,

un aumento en la cantidad de Nitrospirae parece estar indicando una mejor adaptacion
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de la comunidad bajo SD a la utilizacién de nitrogeno en presencia de sustancias
humicas. En otras palabras, esta comunidad de microorganismos podria aprovechar
mejor el nitrégeno menos disponible debido a la complejidad de las formas
recalcitrantes de materia organica. Previamente ya se han reportado cambios en la
oxidacion del amonio por una disminucién en su disponibilidad debido a la presencia
de sustancias humicas [212]. La oxidacién del amonio, el primer paso de la
nitrificacion, suele definirse como el paso limitante del proceso, sin embargo existen ya
evidencias de que ambos pasos (i.e. oxidacién de NH," y la oxidacion de NO;) son
importantes y limitantes, sobre todo en suelos disturbados [213, 214]. Proponemos
que la diferencia de estructura entre suelos bajo SD y LC generan diferencias en los
niveles de concentracién espacial de NH," y de NO,. En suelos bajo SD, con
estructuras mas estables, mayor cantidad de macroagregados, y mayor cantidad de
sustancias humicas, el gradiente de disponibilidad de nitrdgeno sera mayor, mientras
que en suelos bajo LC, serd mejor. La mayor abundancia de Nitrospirae podria estar
siendo ventajosa frente a esta variedad de nichos. Los niveles de otros oxidadores de
nitritos como Nitrobacter no presentaron diferencias entre tratamientos (Figura A4-
Anexo), ademas los niveles en la comunidad fueron mucho mas bajos que para
Nitrospirae. Como hemos mencionado en el Capitulo |- Parte A, la diversidad de
sublinajes de Nitrospirae ocupa diferentes posiciones en una escala imaginaria que va
de estrategas-K a estrategas-r; y los niveles de NO, definen la abundancia y
distribucion espacial de estas poblaciones [177]. Otros autores ya han propuesto una
relacion entre la heterogeneidad ambiental a nivel de la matriz de agregados del suelo,
y la diversidad bacteriana [178], proponemos que la mayor abundancia de Nistrospirae
en suelos bajo SD estara reflejando este aumento de diversidad frente a las distintas
disponibilidades de NO,. El andlisis de taxa a niveles mas bajos que el de phylum no
permitié revelar la existencia de esta diversidad, la diferencia en abundancias se
observa para OTUs que no pueden clasificarse mas alla del nivel de orden. Sera
necesario un analisis filogenético para poner a prueba la hipétesis de mayor diversidad
de sublinajes en suelos bajo SD que en suelos bajo LC.

Concordantemente, Taylor et al. han descripto una relaciéon inversa entre los niveles
de nitratos y la disponibilidad de la materia organica [215]. Los autores adjudican parte
de la responsabilidad de este equilibrio a la nitrificacién. Proponen que la acumulacion
de nitratos se da por el aumento en la nitrificacion frente a menores niveles de
asimilacién por parte de organismos heter6trofos a causa de baja disponibilidad de
carbono. En el caso de los suelos bajo siembra directa, con mayor cantidad de materia

organica recalcitrante, es de esperar un comportamiento de este estilo: aumentan los
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niveles de nitrificacion por parte de autétrofos frente a la asimilacion de N por parte de
heterétrofos, porque hay menor carbono organico disponible [216]. Estas
observaciones previas e hipétesis son concordantes con el resultado obtenido sobre la
importancia de los niveles de nitratos en la estructura de la diversidad beta de las
comunidades de los suelos de Balcarce y con los niveles observados de Nitrospirae.

Las comunidades de suelos bajo siembra directa también presentaron mayor
abundancia de OTUs clasificados dentro del orden Syntrophobacterales, familia
Syntrophobacteraceae, 'y del orden  Desulfuromonadales, del  grupo
Deltaproteobacteria (Figura A5- Anexo). Estos organismos son conocidos por sus
capacidades sintrépicas [217-219]. La sintropia es un proceso esencial en el ciclo del
carbono. La degradacion de polimeros naturales como ser polisacaridos, proteinas,
cidos nucléicos y lipidos hasta CO? y CH,, incluye la accién de una pequefia
comunidad de microorganismos que interactian entre si [220]. Los organismos
metanogénicos solo pueden degradar compuestos de un carbono, es por esto que el
acetato, propionato, etanol y homologos, deben ser primero oxidados por
fermentadores sintropicos como son los representantes de los OGrdenes
Syntrophobacterales y Desulfuromonadales. Este tipo de colaboracion entre
microorganismos fue descripto mayoritariamente en suelos de humedales o suelos
inundados, como ser los de cultivo de arroz [221, 222]. Sin embargo se han descripto
situaciones experimentales donde este tipo de relacion existe en ambientes diferentes,
como es el caso de microcosmos para degradacion de celulosa [223] y en dispositivos
de microfluidos que controlan el la estructura microespacial y la comunicacién quimica
entre organismos [224]. Ambas situaciones experimentales se aproximan al ambiente
de suelos bajo siembra directa, donde se acumulan residuos de las cosechas (rastrojo
de maiz para el caso de nuestro experimento), y la estructura del suelo conserva
macro y microcagregados que generan microespacios para la interaccion intima entre
microorganismos [178]. Los rastrojos del suelo componen material lignocelulolitico que
puede ser degradado por oxidacién anaerdbica. Frente a esto proponemos que la
mayor abundancia de microorganismos sintrépicos se debe a la mayor abundancia de

estos nichos donde puede darse esta coexistencia en suelos bajo SD [225].

Por su lado las comunidades de suelos bajo LC presentaron mayor cantidad de OTUs
clasificados como Gammaproteobacteria (Figura A6- Anexo). El orden
Xanthomonadales fue el mayor responsable de esta diferencia. Estos organismos ya
fueron previamente asociados a practicas agricolas convencionales [226]. Los autores
hipotetizan que la mayor abundancia reflejaria una mayor susceptibilidad a patégenos

de plantas del grupo Xanthomonadales asociada al sistema de labranza, sin embargo
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no indagan en que familias o géneros estdn presenten en las comunidades
estudiadas. Ademas, y contrario a estas predicciones, Mendes et al. observaron gran
cantidad de Xanthomonadales en suelos supresivos a enfermdedades, identificando a
estos organismos como responsables de la resistencia a patégenos como R. solani
[227]. En nuestro caso, no encontramos diferencias a nivel de género, solo vemos
diferencias en el total de OTUs asignado a Xanthomonadales. Frente a este resultado
no podemos hipotetizar sobre la adaptacion de este grupo en suelos LC.
Gemmtimonadetes y Acidobacteria también fueron mas abundantes en suelos bajo
LC. Como mencionamos en el Capitulo |- Parte A, el grupo Gemmtimonadetes ha sido
clasificado como generalista ya que puede crecer en ambientes con distintos tipos y
niveles de nutrientes [170]. Demostramos que este grupo fue mas abundante en
suelos con historia de manejo agricola que en suelos sin historia en la Pampa
Ondulada. Podemos pensar que la mayor abundancia de Gemmtimonadetes en suelos
con LC puede deberse a la conocida adaptacién de este grupo a suelos mas secos
[170]. Los suelos manejados con LC suelen tener menor contenido de agua que
suelos bajo SD en la Region Pampeana [140]. La mayor abundancia de Acidobacteria,
por su lado, podria explicarse también por este fenédmeno ya que el grupo ha sido
previamente caracterizado como bien adaptados a cambios en la hidratacién del suelo
[228].

En cuanto al andlisis de perfiles metabdlicos basados en los metagenomas, no
pudimos ver diferencias generales entre tratamientos. Las pruebas no paramétricas y
la visualizacién por PCoA de los perfiles no pudieron separar a las comunidades bajo
SD y LC en dos grupos. Aun asi, al analizar las diferencias de abundancias de COGs
entre SD y LC vimos que las categorias relacionadas con el trafico intracelular y
secrecidn de proteinas, con el metabolismo y transporte de aminoacidos y con la
produccion y conversion de energia fueron mas abundantes en las comunidades de
suelos bajo LC. Un andlisis dentro de de las categorias nos permitié evidenciar que los
COGs mas representados en suelos LC respecto de SD estan relacionados
efectivamente con el metabolismo de amino&cidos y sintesis de proteinas. Dos de los
COGs mayoritarios corresponden a enzimas que dependen de S-adenosyl-L-
methionine (SAM) o de su riboswitch. Estas enzimas son coproporfirinégeno |l
oxidasa, involucrada en sintesis de tetrapirroles y la O-acetil-homoserina sulfidrasa,
involucrada en el metabolismos del azufre y de cisteinas. Como hemos ya mencionado
en el Capitulo I-Parte B, la utilizacion de riboswitches para la regulacion transcripcional
puede ser una ventaja en ambientes con variacién en los niveles de nutrientes , asi

como hemos mencionado que la dependencia de SAM suele verse en organismos con
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tendencias a la copiotrofia [190, 191]. Otro de los COGs diferenciales fue el de
proteinas de transduccién de sefales conteniendo dominios Ptsl y GAF. Estas
proteinas forman parte del sistema fosfoenolpiruvato: carbohidrato fosfotransferasa
(PTS) que es central para el transporte y regulacion de azucares [229]. Enzimas del
PTS ya han sido reportadas como abundantes en genomas de organismos
copiotroficos [168]. A su vez, los dominios GAF han sido relacionados con genes del
metabolismo del nitrégeno [229].

Por otro lado los COGs méas abundantes en comunidades de suelos bajo SD fueron:
acetil esterasa, GABA permeasa y magnesio quelatasa. La mayor presencia de acetil
esterasas, que hidrolizan esteres, puede estar relacionada con una mayor degradacién
de hemicelulosa por presencia de residuos tras cosecha [230]. GABA (i.e. alfa-
aminobutirato) esta relacionado con la comunicacioén de los microorganismos entre si 'y
con las plantas [231]. GABA puede ser utilizado ademas como fuente de carbono y
nitrogeno [232]. La enzima magnesio quelatasa es la primera en la sintesis de
bacterioclorofila. Sin embargo, la cantidad de OTUs clasificados como Cyanobacteria
en los suelos estudiados fue muy baja (menor a 0,2% por muestra), y no encontramos
diferencias entre SD y LC. Sin embargo, mas alla de su baja representatividad (menor
a 0,2% por muestra), encontramos mayor abundancia de OTUs clasificados como
Rhodobacterales, de la clase Alfaproteobacteria, en suelos bajo SD (Figura A7-
Anexo). Estos organismos estan dentro del grupo de las bacterias purpura del azufre y
realizan fotosintesis anoxigénica utilizando bacterioclorofila y carotenoides como
pigmentos fotosintéticos. Ambas observaciones pueden estar relacionadas sugiriendo
ademas la presencia de fotosintesis en estos suelos. No podemos sacar ninguna
conclusién respecto de la adaptacion que confiere a la comunidad esta caracteristica
frente a las comunidades de suelos bajo LC.

En resumen estos resultados indican ciertas tendencias hacia un estilo de vida mas
copiotrofico por parte de las comunidades bajo LC, y una mejor adaptacion a un suelo
mas estable con mayor cantidad de macroagregados y de materia organica
recalcitrante por parte de comunidades de suelos bajo SD.
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CAPITULO Il

Analisis del patron de distribucion espacial de
las comunidades microbianas de suelos en la
Region Pampeana.

Evaluacion del patréon biogeografico desde el
marco teorico de Metacomunidades.




El objetivo de este capitulo es inferir sobre los procesos que actian en
la determinacion del patréon regional de diversidad de las comunidades
microbianas de suelos de la Region Pampeana. Se buscara reconocer el grado
de responsabilidad de los factores ambientales (contemporaneos) y los factores
histéricos, como la dispersion, en el patron biogeografico.

Frente a las observaciones que realizamos a nivel local en los suelos de la
Pampa Ondulada y de Balcarce en los capitulos anteriores, hipotetizamos que
los factores ambientales, entre ellos el uso del suelo, tendran mas peso que los
factores histéricos sobre el patron de distribucibn y composicién de las

comunidades microbianas a nivel regional.
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Materiales y Métodos

Consideraciones metodoldgicas

Determinacion de factores contemporaneos e historicos

El método de particion de variacion es una de las pruebas mas utilizadas para
investigar los procesos que determinan la dindmica de la abundancia de especies y la
composicion de comunidades en multiples localizaciones espaciales [233]. El método
consiste en identificar los efectos relativos del ambiente y la ubicacién geogréfica por
medio de la particion de los datos de ocurrencia y abundancia de especies
(composiciéon) en diferentes componentes de varianza. Se determinan los
componentes de variacién "puramente" ambientales, los "puramente" espaciales y la
interaccion entre ambos. Técnicamente, el andlisis de particién de variacion consiste
en una serie consecutiva de andlisis de redundancia canoénicos (RDA) parciales que se
ejecutan con el objetivo de descomponer la varianza total de una matriz respuesta
multivariada.

En paralelo, otro enfoque fue propuesto para evaluar el peso de las variables
ambientales y espaciales sobre el patron de comunidades. La estructura espacial
puede ser representada por una matriz de distancias geograficas entre puntos de
muestreo. Generalmente se calcula la distancia Euclidiana para estos casos. Por otro
lado se precisa una matriz de distancias de diversidad beta y una matriz con las
distancias entre variables ambientales. Estas matrices se utilizan luego para el calculo
de pruebas parciales de Mantel [234]. Esta metodologia permite determinar la
correlacion entre dos matrices, controlando los efectos de la tercera. En otras
palabras, puede definirse la correlacion de la matriz de diversidad con la matriz de
localizacién geografica removiendo los efectos de la matriz ambiental y viceversa para
determinar el peso de efectos actuales (ambiente) e histéricos (dispersion).

Elegimos usar ambos métodos para responder a los objetivos planteados en este
capitulo.

Usaremos indistintamente el término variacion o varianza. No se utiliza en este texto el
término varianza para definirse a la esperanza del cuadrado de la desviacion de una

variable respecto a su media.

Distribucion de la abundancia de especies, procesos neutrales o de nicho

La distribucion de la abundancia de especies (SAD, por sus siglas en inglés) es una
descripcion del niumero de individuos observados para las distintas especies presentes
en una comunidad [235]. El correspondiente rango o ranking de abundancias (RAC) es
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comunmente utilizado para el andlisis de SADs [95, 236]. Los RACs son el equivalente
empirico de las SADs teoricas [237].

La distribuciéon de abundancia de especies es una de las mas antiguas leyes de la
ecologia: "toda comunidad describe una curva con muchas especies raras y solo unas
pocas abundantes o comunes" [235]. Se han descripto ya mas de dos docenas de
SADs tedricas [95, 238]. Entre ellas se destacan las que acompafian modelos
neutrales o de nicho. La teoria unificada neutral de la biodiversidad formulada por
Hubbel propone que la SAD debe ajustarse a una distribucién suma-cero multinomial
(ZSM, por sus siglas en inglés) [95]. En cambio las teorias de nicho proponen ajustes
a otras distribuciones como: log-normal [239], de vara-partida [240], series
geométricas [241] o de procesos de ramificacion (Zipf y Mandelbrot) [235]. El calculo
de ajuste de los datos de abundancia de las comunidades observados se utiliza para
predecir los SADs tedricos [237] y por ende modelos de dindmicas de diversidad.

Sitios y muestreo

Con el fin de abarcar todo el gradiente climatico y edafico de la Region Pampeana, se
muestrearon 12 establecimientos (Figura 27 y Tabla 5). Los muestreos fueron
realizados en Septiembre de 2011. En este caso se decidio estudiar tres tipos de uso
de la tierra y en cada establecimiento se muestrearon un lote agricola, un parque
asociado al casco y una arboleda (Figura 28). Las arboledas se definieron como
plantaciones de arboles de més de 30 afnos, se encontraron especies nativas y no
nativas (Tabla 6). En el momento de muestreo todos los lotes agricolas se
encontraban sembrados con trigo. En todos los casos el cultivo antecesor fue soja,
excepto para el establecimiento San Luis cuyo antecesor fue girasol y para Peinetti
cuyo antecesor fue trigo. Todos los lotes se encontraban bajo siembra directa y todos
tenian al menos cuatro anos de historia agricola y al menos dos anos bajo siembra
directa en el momento del muestreo. No se detect6 historia de agricultura en los
parques al menos por 30 afos. Los datos de historia de los lotes y parques fueron
recolectados en forma de entrevista con los responsables de los establecimientos.
Para cada uso de la tierra se tomaron tres submuestras de suelo de los primeros 20
cm utilizando un barreno (Figura 28). Una vez recolectadas las muestras se
mantuvieron refrigeradas y enviadas al laboratorio. Las muestras para extracciéon de

ADN se conservaron a -80 °C.
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Figura 27. Localizacion geografica de los establecimientos muestreados. (1) San José (2)
San Jorge (3) Francou (4) El Alba (5) La Negrita (6) La Estrella (7) El Silencio (8) Los
Mirasoles (9) La Caledonia (10) San Luis (11) Pavon (12) Peinetti.
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Tabla 5: Localizacion geografica de los sitios muestreados.

Establecimiento Localidad Uso Latitud Longitud
Agricola -31°40'59,9" -59°14' 04,1"
1- San José Villaguay Parque -31°41'20,6" 59°12' 47"
Arboleda -31°40' 57,2" -59°14' 03,3"
Agricola -32°54' 222" -59°42' 49,6"
2- San Jorge Gualeguay Parque -32°54' 29" -59°42' 415"
Arboleda -32°54' 29" -59°42' 41,5"
- Agricola -32°33'22,6" -58°23' 57,3"
Concepcion del
3- Francou Parque -32°33' 34,5" -58°23' 40,3"
Uruguay
Arboleda -32°33'17,82" -58°23' 53,16"
Agricola -34°13' 472" -60°13'20,6"
4- El Alba Salto Parque -34°13' 422" -60°13'10,8"
Arboleda -34°14' 06,2" -60°13' 56"
Agricola -34°34' 37,8" -59°55'9,5"
5- La Negrita Castilla Parque -34°34' 40,2" -59°55'8,1"
Arboleda -34°34' 355" -59°55' 9,57"
Agricola -34°42' 43,8" -60°0.6' 4,7"
6- La Estrella Rawson Parque -34°39' 27.6" -60°06' 0.5"
Arboleda -34°39' 27,6" -60°0.5'53,3"
Agricola -34°28'18,6" -61°20' 40,4"
7- El Silencio Vedia Parque -34°28' 31,7" -61°20' 48,6"
Arboleda -34°28' 33,8" -61°20'48,17"
Agricola -34°37' 00" -63°14'11,0"
8- Los Mirasoles Ing. Bunge Parque -34°35' 25,8" 63°13' 58"
Arboleda -34°36'29,9" -63°14'11,1"
Agricola -35°00' 27,1" -62°46' 14,2"
9- La Caledonia Gral. Villegas Parque -35°00' 26,6" -62°46' 32,5"
Arboleda -34°59' 53,5" -62° 45' 56,7"
Agricola -35°41'2,7" -63°48' 57,3"
10- San Luis Gral. Pico Parque -35°41' 15,8" 63°49' 7.1"
Arboleda -35°41'12,3" -63°49'5,9"
Agricola -35°49' 45,6" -63°32' 16,6"
11- Pavén Agustoni Parque -35°50' 11,2" -63°33' 25,3"
Arboleda -35°50' 14,8" -63°36' 1,1"
Agricola -36°0.3'4,6" -64°10' 50,3"
12- Peinetti Castex Parque -36°0.3' 3,1" -64°10' 45,5"
Arboleda -36°0.2' 23,0" -64°10.1' 51,5"
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Establecimiento Parque 1213
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Figura 28: A) Diseiio de muestreo. B) Imagen representativa de un sitio agricola C)

Imagen representativa de un parque D) Imagen representativa de una arboleda. Las
imagenes fueron tomadas en el establecimiento E/ Alba.

Tabla 6: Taxonomia de suelo, datos climaticos y de especies de arboles y arbustos en

los establecimientos muestreados.

L Clasificacion . Temperatura Precipitacion
Establecimiento de suelo E:\F:gg::z : n media anual media anual
(USDA) (*C) (mm)
5 Nandubay ,Tala,
1- San José Ocracualf vértico Espinillo, Chilca, 18,23 1120
Coronilla
2. San Jorage . - Paraiso, Eucaliptus,
9 Argiudol vértico Sauce, Ciprés 17,47 1003
3- Francou Peludert Argilico Eucaliptus, Tala 17,74 1081
4- El Alba Argiudol tipico ngue[[ua, Paraiso, 16,42 1051
igustro
5-LaNegrita  Argiudol acuico Eucaliptus 16,29 1068
6- La Estrella Argiudol tipico  Eucaliptus, Palmera 16,19 1057
7- El Silencio Hapludol étnico Eucaliptus 16,06 960
8- Los Mirasoles  Argiudol tipico sin datos 15,96 784
9- La Caledonia  Hapludol tipico Eucaliptus 15,84 799
10- San Luis Hapludol étnico Casuarina 15,78 730
11- Pavon Hapludol étnico Eucaliptus 15,7 747
12- Peinetti Hapludol étnico Eucaliptus 15,71 660
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Analisis fisico-quimicos

La determinacion de las propiedades fisicas y quimicas de los suelos muestreados se
realizaron segun lo descripto en en la seccién Materiales y Métodos del Capitulo I-
Parte A.

Extraccidon de ADN y preparacion de bibliotecas y secuenciacion

Se extrajo ADN y se prepararon las bibliotecas de amplicon sequencing segun los
procedimientos explicados en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo |- Parte A.
Esta vez se utilizaron 0,25 g de muestra inicial de suelo por sitio.

Procesamiento de secuencias y analisis numéricos

Para el procesamiento y andlisis de los datos de secuencias de amplicones del gen
16S rRNA se utilizé la plataforma QIIME [152], siguiendo los mismos pasos descriptos
en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo I-Parte A. Se obtuvieron en promedio
4.460 secuencias por muestra (entre 872 y 5.203). Se realizaron submuestreos de 654
secuencias (el 75% del total de secuencias de la muestra con menor numero) para los
calculos de diversidad beta basados en weighted Unifrac.

La tabla de OTUs construida por rarefaccién (i.e. 654 secuencias por muestra) se
utilizé para calcular matrices de similitud basadas en la distancia de Bray- Curtis que
tiene en cuenta tanto la ausencia y presencia de OTUs como su abundancia [236]. Las
matrices de diversidad beta basadas en weighted Unifrac y Bray Curtis se utilizaron
para el calculo de andlisis de coordenadas principales (PCoA) y de escalamiento
multidimensional no-métrico (NMDS: non-metric multidimensional scaling). Para
determinar la presencia significativa de estructuras o agrupamientos en los datos de
diversidad beta se utiliz6 el test no paramétrico ANOSIM (Clarke 1993) con 999
permutaciones.

Se utilizo el test BIOENV (Clarke and Ainsworth 1993) para determinar que variables
fisico-quimicas del suelo correlacionaron mejor con el patron de diversidad beta
calculado. Como se obtuvo un solo valor por cada variable fisico-quimica evaluada por
lote o parque, los datos de OTUs y distancias de las submuestras fueron promediados
para este andlisis. Se utilizé la distancia de Bray Curtis para determinar la diversidad
beta en este caso. La tabla con las variables fisico-quimicas fue centrada y
estandarizada utilizando "Z- scores". Se utiliz6 el test de Mantel, con 999

permutaciones, para evaluar la significancia de las correlaciones encontradas. Los
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analisis numéricos se calcularon usando los paquetes "stats", "vegan" y "BiodiversityR"
del entorno R [182]

Para estudiar el aporte de los factores contemporaneos e histéricos sobre el patron de
comunidades utilizamos dos métodos numéricos. El primer método fue el de particién
de variacion [233]. Para generar la matriz de variables espaciales basada en las
distancias geograficas utilizamos el método de Componentes Principales de Matrices
Vecinas (PCNM) [242]. Se utilizé la matriz de distancias euclidianas entre las
localizaciones geograficas de cada sitio. Los autovectores positivos extraidos del
analisis de PCNM, utilizando el test de Moran, se usaron luego como descriptores en
un andlisis de redundancia candnico (RDA), siguiendo las indicaciones de Blanchet et
al. [243]. Los autores recomiendan que previo a la seleccién de variables se realice un
test con todas las variables y solo si el test arroja un resultado positivo se proceda a la
seleccién basada en el coeficiente de multiple determinacién (R?,). El RDA se calculd
usando la tabla de OTUs con valores promedio entre las tres submuestras de cada
sitio muestreado, previa transformacioén de Hellinger. La transformacién es necesaria
cuando se trabaja con una tabla de composicién de comunidad con alto numero de
ceros, de esta forma se evitan inconvenientes en calculos lineales [244]. También se
calculé un primer RDA utilizando la tabla de OTUs y la matriz de variables ambientales
(i.e. caracteristicas fisicas y quimicas del suelo) que previamente fue centrada y
estandarizada utilizando "Z- scores". Solo se mantuvo la variable de textura "% arena"
para evitar problemas de colinearidad en el andlisis de RDA. En ambos casos se
probd la significancia de los RDA mediante test de ANOVA y la seleccion de variables
se hizo con el método de "Forward selection" y con un valor de corte de alfa= 0,05y en
base al coeficiente R%,. Para los célculos de este primer método se utilizaron los
paquetes "PCNM", "vegan", "stats" y "packfor" del entorno R [182].

El segundo método utilizado fue el de tests parciales de Mantel basados en el
coeficiente de correlacién de Pearson. Se compararon tres matrices: la matriz de
diversidad beta basada en Bray Curtis, la matriz de distancias geograficas y la matriz
de variables ambientales. Para las dos ultimas matrices se calcularon distancias
euclidianas entre sitios. Esta metodologia permite estimar la correlacion entre dos
matrices, controlando los efectos de la tercera. Para los calculos del segundo método
se utilizé el paquete "vegan" del entorno R [182]

Se calcularon los rangos de abundancias (RAC) de las comunidades de cada sitio y se
evalud el ajuste a los modelos de SAD basados en teorias de de nicho: broken-stick
(vara- partida), pre-emption (geométrico), log-normal, Zipf y Mandelbrot-Zipf. Para ello
se utilizo6 la tabla de abundancias de OTUs promedio por sitio. Se utilizé la funcién
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radfit() del paquete "vegan" del entorno R para estos célculos [182]. Para el calculo de
ajuste a la distribuciébn ZSM, que correspondiente al modelo neutral, se utilizé el
programa TeTame2.1 [245]. Se evalu6 el ajuste a los modelos utilizando el criterio de
informacién de Akaike (AIC); a menor AIC mejor ajuste al modelo [246]. Los valores de
AIC para los modelos de nicho son calculados directamente por la funcién radfit(); en
cambio para ZSM, TeTame2.1 devuelve el valor minimo de verosimilitud ("log-
likehood"), por lo que fue necesario una transformacion previa para calcular el valor de
AIC [247]. La formulada utilizada para el calculo de AIC fue: AlIC= -2 log-likehood+ 2
npar, donde npar corresponde a la cantidad de parametros del modelo, en el caso de
SZM son dos, my 6 [95].
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Resultados

Los resultados de los analisis fisico-quimicos pueden observarse en la siguiente tabla:

Tabla 7: Caracteristicas fisico- quimicas de los suelos muestreados.

Materia Nitrégeno Fésforo cic
Establecimiento Uso Organica pH {cmolc/kg = arcilla (%)} Emo (%) arena (%)
{tna) (%} {ppm]} meg/100g)
Agricola 135,072 0,16 26,58 5,25 16,9 11,0 570 320
El Alba Arboleda 172,032 0,34 112,64 6,16 245 6,0 55,0 39,0
Pamue 149,184 027 144,78 5,77 236 120 50,0 38,0
Agricola 79,632 0,16 30,13 54 136 3,0 30,0 67,0
El Silencio Arboleda 179,424 0,28 1006 5,90 224 3,0 34,0 63,0
Pamue 123,816 0,20 7725 5,95 15,7 2,0 32,0 66,0
Agricola 117,026 0,24 2937 5,66 366 19,0 47,0 340
Francou Arboleda 177,744 0,37 65,33 5,94 405 120 450 430
Pamue 168,672 0,31 46,88 6,57 40,6 17,0 44,0 39,0
Agricola 56,952 0,18 11,84 5,60 14,2 4.0 38,0 60,0
La Caledonia Arboleda 65,184 0,29 159,84 4.3 164 5,0 33,0 62,0
Pamue 54,264 0,14 137,43 5,26 212 2,0 30,0 68,0
Agricola 129,024 0,23 56,92 5,63 201 8,0 56,0 36,0
La Estrella Arboleda 177,408 0,32 63,69 4,73 246 7.0 1,0 420
Pamue 186,312 0,35 137,22 5,35 274 3,0 53,0 44.0
Agricola 88,368 0,12 71,62 5,36 205 15,0 51,0 340
La Negrita Arboleda 126 045 8521 5,53 323 8,0 52,0 40,0
Pamue 141,12 027 892,10 6,60 234 120 51,0 37,0
Agricola 51,912 0,14 3794 5,24 14,0 6,0 39,0 55,0
Los Mirasoles Arboleda 65,184 0,17 67,70 6,83 16,5 5,0 370 58,0
Pamue 81648 019 1378 414 160 40 240 720
Agricola 27,216 0,15 36,64 6,28 71 20 6,0 92,0
Pavon Arboleda 67,2 0,12 81,60 521 10,0 20 18,0 80,0
Pamue 63,588 013 79,79 6,17 117 20 26,0 72,0
Agricola 89,04 0,16 51,58 5,86 247 140 46,0 40,0
Peinetti Arboleda 175,056 0,42 68,25 5,64 283 6,0 40,0 54,0
Pamue 136,08 024 76,70 562 227 9.0 39,0 52,0
Agricola 103,656 0,192 173,73 6,37 16,6 8,0 67,0 250
San Jorge Arboleda 94,92 0,37 90,95 4,52 124 20 70,0 28,0
Pamue 123,312 0,16 84 20 524 113 30 71,0 26,0
Agricola 138,6 0,25 32,16 6,11 388 200 46,0 340
San Jose Arboleda 140,28 0,29 4,78 5,75 392 26,0 46,0 28,0
Pamue 163,464 0,36 335 5,66 411 220 39,0 39,0
Agricola 46,62 0,10 32,79 5,70 142 100 340 56,0
San Luis Arboleda 66,276 0,14 55,06 5,49 13,0 6,0 30,0 64,0
Pamue 83,568 020 68,12 4,65 152 6,0 29,0 65,0

Visualizacidn del patréon de diversidad beta y agrupamientos

El andlisis de PCoA permitié la visualizacién del patrén de diversidad beta basado en
weighted Unifrac (Figura 29). Se detect6 cierto grado de "efecto arco" [248], por lo cual
se calculé también un analisis de escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS).
El valor de stress obtenido fue suficiente para una representaciéon adecuada de la
diversidad de las comunidades: cuanto menor es el valor, mejor es la representacion
de la diversidad en el ordenamiento. Un valor de stress sera ideal si no supera el valor
de 0,1 y sera confiable hasta un valor de 0,3 [71]. En ambos casos no pudo definirse
ningun agrupamiento por uso de la tierra (i.e. agricola, parque, arboleda). No se
distinguieron grupos en la visualizacion por NMDS y el test de ANOSIM no fue
significativo (Tabla 8). Lo mismo sucedi6 al analizar agrupamientos por
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Variacion Explicada 10,76%

establecimiento o textura del suelo (Tabla 8). Al analizar la diversidad beta basada en
la distancia de Bray Curtis, los resultados fueron levemente diferentes (Figura 30). En
este caso pudo distinguirse un agrupamiento por establecimiento (ANOSIM p<0,05,
Tabla 8). Sin embargo, el poder de este agrupamiento fue débil ya que se obtuvo un
valor de R cercano a cero [71]. La cantidad de variacion explicada por los dos primeros
ejes del PCoA para weighted Unifrac fue tres veces mayor que para Bray Curtis

(48,3% vs.16,4%) y el valor de stress fue mas bajo para el NMDS basado en weighted
Unifrac.

B
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Figura 29: Patron de diversidad beta basado en weighted Unifrac de las comunidades de
suelos de la Region Pampeana A) PCoA B) NMDS. Las esferas corresponden a suelos
agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos a suelos de arboledas.
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Variacion Explicada 6,26%

Tabla 8: Pruebas de agrupamiento (ANOSIM) de las comunidades para las distintas
distancias evaluadas en la Region Pampeana.

weighted Unifrac/Grupo Uso Textura Establecimiento
ANOSIM R -0,002 0,029 0,016
ANOSIM p >0,05 >0,05 >0,05
Bray Curtis/ Grupo Uso Textura Establecimiento
ANOSIM R -0,001 0,046 0,039
ANOSIM p >0,05 >0,05 0,021
B
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0,05+ - ke oA .'A ok Francou (C. del Uruguay) .
. - o 9w El Alba (Salto)
u ®, . - - o A
o , ) = 1.*‘-1 - La Negrita (Castilla) o~ 02 g
pell | La Estrella (Rawson) 2 g S 4% o8 .
" a® 5 El Silencio (Vedia) = | 00 M, ——
-0,05- = . 0 altenga g
. ” Los Mirasoles (Ing. Bunge) 4 on :.f s & -
* La Caledonia (Gral. Villegas) " “A.:' -
gLy San Luis (Gral. Pico) -0,2+ ° n
B , R A
= . Pavon (Agustoni)
T T T T T T
015 -01 005 0 005 0,1 Peinetti (Castex) 04 02 0 02 04
Variacion Explicada 10,14% NMDS 1

Figura 30 Patron de diversidad beta basado en Bray Curtis de las comunidades de
suelos de la Region Pampeana A) PCoA B) NMDS. Las esferas corresponden a suelos
agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos a suelos de arboledas.

Si bien la prueba de ANOSIM no pudo detectar un patrdn claro en base a las variables
evaluadas, se pudo observar en los gréaficos de PCoA y NMDS una tendencia de los

sitios mas alejados en la escala geogréfica analizada (i.e. Villaguay, Gral. Pico,

Agustoni y Gral. Villegas) a una mayor dispersion desde el centro del ordenamiento.

También se observé que los puntos que mas se alejan corresponden a comunidades

de suelos no agricolas, mientras que los puntos correspondientes a suelos agricolas

se mantuvieron mas cercanos al centro del ordenamiento.

Luego, se analiz6 el peso de las variables climaticas (Tabla 6) y las propiedades fisico-

quimicas del suelo (Tabla 7) sobre la estructura de la diversidad beta. El resultado de
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BIOENYV indic6 que el nivel de lluvias, el contenido de arena y pH del suelo, fueron las
variables que correlacionaron con el patrén observado (Figura 31). Se obtuvo un valor

del coeficiente de correlacion de Spearman de 0,25 (p<0,001).

= Stress= 0,16
Lluvias

0.2 — San José (Villaguay)

San Jorge (Gualeguay)

ﬂ
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®

_0,2_

== |a Caledonia (Gral. Villegas)
= San Luis (Gral. Pico)

Pavon (Agustoni)
04 Peinetti (Castex)

1

NMDS1

Figura 31: Correlacion de variables ambientales con el patron de diversidad beta basado
en la distancia Bray Curtis.

Dado que el valor de precipitacién media anual fue la variable mas influyente sobre el
patron de diversidad observado, decidimos partir el set de datos en tres segun el nivel
de lluvias. Un grupo correspondio a los sitios que recibieron alto nivel de lluvias, mas
de 1080 mm; otro a lluvias medias, entre 960 mm y 1068 mm y un tercer grupo a bajo
nivel de lluvias, menos de 800 mm (Tabla 6). Se evalud, si a una escala espacial
menor, se observaba algun agrupamiento significativo de las comunidades. Se
calcularon ordenamientos basados en NMDS para evitar problemas por "efecto arco"
(Figuras 32 y 33). Los calculos se hicieron en base a matrices de weighted Unifrac y
Bray Curtis. Se observéd, para los sitios con alto nivel de lluvias, un agrupamiento de
las comunidades por establecimiento (Tabla 9). Para sitios con lluvias medias y altas
se observaron diferencias por establecimiento y también se observaron agrupamientos
por uso del suelo (Tabla 9). Los resultados coincidieron para ambas medidas de
diversidad beta evaluadas. Los agrupamientos fueron, sin embargo, débiles, con
valores de R menores a 0,3. No se observaron agrupamientos segun la textura del

suelo para ninguno de los casos.
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Figura 32: Patron de diversidad beta basado en weighted Unifrac de las comunidades de

suelos de la Region Pampeana A) Lluvias altas B) Lluvias medias. C) Lluvias bajas. Las esferas

corresponden a suelos agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos a suelos de

arboledas.
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Figura 33: Patron de diversidad beta basado en Bray Curtis de las comunidades de suelos de

la Region Pampeana A) Lluvias altas B) Lluvias medias. C) Lluvias bajas. Las esferas

corresponden a suelos agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos a suelos de

arboledas.
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Tabla 9: Pruebas de agrupamiento (ANOSIM) de las comunidades para las distintas

distancias evaluadas por nivel de lluvias.

Uso Textura Establecimiento
Weighted Unifrac
R p R p R P
Alto -0,007 >0,05 - - 0,252 0,005
Nivel de
) Medio 0,287 0,001 -0,058 >0,05 0,221 0,001
lluvias
Bajo 0,270 0,001 -0,106 >0,05 0,219 0,001
Uso Textura Establecimiento
Bray Curtis
R p R p R o]
Alto 0,003 >0,05 - - 0,151 0,019
Nivel de
Medio 0,211 0,001 -0,036 >0,05 0,264 0,001
lluvias
Bajo 0,247 0,001 -0,189 >0,05 0,269 0,001

Se evalué también el grado de correlacidén de las variables de suelo con la estructura

de las comunidades microbianas bajo los tres niveles de lluvias (Figura 34 y Tabla 10).

Para los establecimientos con altas lluvias las variables que correlacionaron con la

variacion entre comunidades fueron el nivel de arena y el contenido de nitrégeno. Para

los establecimientos en zona de lluvias medias las variables que correlacionaron con

el patrén de diversidad fueron el pH y el contenido de materia organica. Para el caso

de suelos con bajo nivel de lluvias el pH, el fésforo y la conductividad eléctrica fueron

las variables correlacionadas. En todos los casos el coeficiente de correlacion de las

variables con el patron de diversidad fue mayor que el obtenido a escala regional.

Tabla 10: Resultados de la prueba de correlacion de Mantel basada en el coeficiente de

Spearman.
Nivel de lluvias — Alto Medio Bajo
Coeficiente rho 0,504 0,364 0,496
p 0,03 0,015 0,002
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Figura 34: Correlacion de variables ambientales con el patron de diversidad beta basado

en la distancia Bray Curtis. A) Lluvias altas B) Lluvias medias. C) Lluvias bajas. Las

esferas corresponden a suelos agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos

a suelos de arboledas.

Observamos que a una escala espacial menor los efectos del uso de la tierra sobre las

comunidades microbianas comenzaron a ser evidentes. Frente a esto y a modo de

comparacion con los resultados obtenidos en el Capitulo |- Parte A, calculamos un
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ordenamiento con los datos correspondientes a los establecimientos La Negritay La
Estrella (Figura 35). Estos sitios son los mismos que fueron analizados en el Capitulo |,
las muestras de suelo se tomaron en los mismos lotes agricolas y en los parques
asociados a los cascos en ambos casos. En este caso la reduccion de escala espacial
fue aun mayor que al dividir el set de datos segun nivel de precipitaciones y los efectos
del uso de la tierra sobre las comunidades microbianas fueron adin mas evidentes. Los
puntos correspondientes a comunidades de suelos agricolas formaron un grupo aparte
en el ordenamiento. El test de ANOSIM arroj6 un resultado significativo con un valor
de R mayor a los casos anteriores (ANOSIM R= 0,577; p<0,05).

Stress= 0,09

NMDS2

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2
NMDS1
Figura 35: Patron de diversidad beta basado en weighted Unifrac de las comunidades de
suelos de La Estrella (amarillo) y La Negrita (violeta). Las esferas corresponden a suelos
agricolas, los triangulos a suelos de parques y los cubos a suelos de arboledas. Las

elipses determinan un limite de confianza de 80%.

Particion de la diversidad beta vy correlacion de variables histéricas y

contemporaneas

Para diferenciar entre las influencias de factores ambientales e historicos sobre el
patrén de diversidad de comunidades a escala regional utilizamos dos métodos. El
primer método fue el de particion de varianzas y se analiz6 en dos alternativas. Se

seleccionaron tres autovectores espaciales y una variable ambiental como predictores
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de la variacion entre comunidades microbianas. Las variables ambientales evaluadas
fueron las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Tabla 7) y se seleccioné solo el
contenido de arena como predictor. El calculo de particion de varianza se realiz6 como
primera alternativa para las variables espaciales y de suelo, y en una segunda variante
se agregaron, ademas, las variables climaticas (Tabla 6). Los resultados del primer
céalculo mostraron que el efecto de las variables espaciales sobre la diversidad beta
fue mayor que el efecto de las variables de suelo (Figura 36). Las variables
geograficas explicaron un 7% (p<0,005) de variacion mientras que el efecto del

contenido de arena no fue significativo (p>0,05).

Suelo PCNM

7/

p<0,005

r=92/

Figura 36: Particion de la diversidad beta segun los predictores espaciales ("PCNM") y

ambientales ("suelo”) seleccionados. (a) Corresponde a la variacion puramente
ambiental; (b) a la variacion puramente espacial y (c) a la interaccion. (r) Corresponde al
valor de los residuales.

El segundo calculo de particion de varianza incluy6, ademas, a las variables
ambientales (temperatura y precipitacion. Tabla 6). Los resultados mostraron que solo
las variables espaciales tuvieron efecto sobre la diversidad beta a escala regional
(p=<0,01), el contenido de arena y las variables climaticas no presentaron efectos
significativos (p>0,05; Figura 37).

El segundo método utilizado para evaluar las influencias de factores actuales e
histéricos a nivel regional fue la prueba de correlaciones parciales de Mantel. La
correlacion de la matriz de diversidad beta (Bray Curtis) con la matriz ambiental
(caracteristicas del suelo), controlando los efectos de las variables espaciales no
arrojo resultados significativos (r= 0,1096; p>0,05). En cambio la correlacién de la
matriz de diversidad beta con variables espaciales, controlando los efectos de las
variables ambientales confirmd una correlacién débil pero significativa (r= 0,189; p=
0,002).
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Figura 37: Particion de la diversidad beta segun los predictores espaciales ("PCNM") y
ambientales ("suelo”) seleccionados y las variables climaticas ("clima"). (a) Corresponde
a la variacion puramente ambiental; (b) a la variacion puramente espacial; (c) a la
variacion puramente climatica; (d) a la interaccion entre efectos de variables espaciales y
de suelo; (e) a la interaccion entre v de variables espaciales y de clima, (f) ala
interaccion entre efectos de variables climaticas y de suelo; (g) a la interaccion entre los
tres tipos de variables y (r) corresponde al valor de los residuales.

Luego se evaluaron los efectos de factores ambientales e histéricos a menor escala
espacial para los tres grupos determinados segun el nivel de precipitaciones. En el
caso de las comunidades de sitios con alto nivel de lluvias no se observaron
resultados significativos en el test de ANOVA para las fracciones de variacion
explicada por variables de suelo o espaciales (Figura 38A). La variacién de la
diversidad entre comunidades de suelos bajo un nivel de lluvia medio fue explicada en
un 3,5% por factores ambientales y en un 2,9% por factores espaciales (p<0,05; Figura
38B). Para las comunidades de suelos con bajo nivel de precipitaciones, la variacion
de la diversidad correspondié en un 10% a factores ambientales (p<0,005) y no se
detectaron efectos significativos de los factores espaciales (Figura 38C).

Las pruebas de correlacién parcial de mantel en el caso de sitios con nivel alto y medio
de lluvias no arrojaron resultados significativos en ninguno de los dos casos (i.e. ni al
evaluar la correlacién de la matriz de diversidad beta con la matriz de variables
ambientales, controlando por efectos de factores espaciales, ni al evaluar la
correlacion de la matriz de diversidad beta con la matriz de variables espaciales,
controlando por factores ambientales). Si se observd, en cambio, una correlacion entre
variables ambientales y la matriz de diversidad beta, controlando los efectos
espaciales, para las comunidades de suelos con bajo nivel de precipitaciones (Tabla
11).
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Suelo PCNM

Suelo PCNM

r=87%

Figura 38: Particion de la diversidad beta segun los predictores espaciales ("PCNM") y
ambientales ("suelo") seleccionados. A) Lluvias altas B) Lluvias medias. C) Lluvias
bajas. En cada caso (a) Corresponde a la variacion puramente ambiental; (b) a la
variacion puramente espacial y (c) a la interaccion. (r) Corresponde al valor de los
residuales.

Tabla 11: Resultados de la prueba parcial de Mantel para grupos de comunidades segun
el nivel de lluvias. X|Y significa: evaluacion de la correlacion de la matriz de diversidad
beta con la matriz X controlando los efectos de la martiz Y.

Nivel de lluvias — Alto Medio Bajo

Ambientales| Espaciales 0,262 | p>0,05 | 0,190 | p>0,05 | 0,305 | p=0,037

Espaciales| Ambientales 0,267 | p>0,05 | 0,178 | p>0,05 | 0,112 p>0,05

Procesos de nicho o neutrales

Como en todos los andlisis de particién de variacioén se observo un alto porcentaje de
variacion residual, se decidié evaluar el ajuste de las abundancias de cada comunidad
a modelos de nicho y al modelo neutral con distribucién ZSM predicho por Hubbel [95].
Este analisis se utilizé para determinar si el alto valor de variacion no explicado por las

variables evaluadas podria deberse a la existencia de dinamicas neutrales de
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diversidad sobre las comunidades estudiadas. Los resultados mostraron que para
todos los sitios los ranking de abundancias ajustan mejor a la distribucion Zipf y
Mandelbrot-Zipf que corresponden a distribuciones asociadas a modelos de nicho
[237] (Tabla 12 y figura 39). El ajuste al modelo neutral fue el de mayor AIC en todos
los casos (i.e. el de peor ajuste).

Tabla 12: Criterio de Akaike para el ajuste a los modelos de nicho y neutral por parte de
las comunidades de todos sitios analizados.

Establecimiento Uso . Alc
Vara partida Geomélrico Log Nomal Zipf Mandelbrot- Zipf ZSM
Agricdla 9144 968,0 759,1 617,2 6192 15954
B Alba Arboleda 8774 901,3 7454 6368 638,3 16784
Parque 8754 938,1 7150 5854 587,4 14362
Agricola 7846 7943 6740 580,1 591,0 15902
B Silencio Arboleda 8493 804,6 7215 6507 6617 18946
Parque 8335 850.5 7105 6067 608,7 16226
Agricola 8599 9109 7132 501,8 593,3 17280
Francou Arboleda 988,8 1065,4 808,3 651,9 6539 16486,1
Parque 10050 1066.9 8332 677,0 6790 1750,0
Agricola 9219 9522 780,4 653,9 655,9 1601,8
LaCaledonia  Arboleda 985,8 10336 827,0 681,5 6835 21181
Parque M54 7,0 806,3 6009 6929 23771
Agricola 891,0 950,9 71,3 507,0 599,0 14808
La Estrella Arboleda 9754 1060,0 727 605,7 807.7 17159
Parque M77 10117 77 6305 6325 16817
Agricola 8753 909.2 7393 6182 6202 1679.0
La Negrita Arboleda 1054,0 11194 8763 604,0 696,0 1856,5
Parque 9514 1009,5 790,0 6389 6409 1707 4
Agricola 907,6 984.6 720,1 565,0 567,0 14292
Los Mirasoles  Arboleda 871,4 8955 7396 6207 6227 1601,5
Parque 950,8 9180 811,3 7158 7.3 19991
Agricda 909,1 966,1 7535 609,8 611,3 1686,7
Pavon Arboleda 860,9 8653 7392 6417 6430 1909,3
Parque 7847 766,5 688,5 6335 629,3 18494
Agricda 9128 935,3 776,3 656,6 658,6 22901
Peinett Arboleda 864,3 8633 7437 649,1 651,1 2023,1
Parque 838,6 907,1 671,0 5395 5415 14103
Agricola 833,0 8166 7204 646,6 648,86 18643
San Jorge Arboleda 8375 8444 7203 6258 6277 1917,2
Parque 869,5 8834 739.7 6252 6272 1599.2
Agricdla 9538 10386 760,9 5000 601,0 1625,5
San Jose Arboleda 9264 1000,3 7218 5639 5659 1713,1
Parque 957.8 1051,6 630,1 459,5 61,5 13371
Agricda 833,8 880,9 680,3 567,6 568,8 15468
San Luis Arboleda 8052 8378 680,4 5742 576,2 16266
Parque 893,1 M47 7438 6119 613.9 2089,1
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Figura 39: Curvas de rango de abundancias y ajustes al mejor modelo.
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Discusion

En este capitulo se evalué la influencia de efectos ambientales (contemporaneos) y
espaciales (histéricos) en el patrén de diversidad beta de las comunidades de la
Region Pampeana. El primer resultado evidencié que a nivel regional no se distingue
un patron definido por el uso del suelo. El andlisis de ANOSIM reveld, aunque débil, un
agrupamiento de los datos por establecimiento. Estos primeros resultados apuntan a
una mayor contribucién de los factores espaciales sobre las comunidades microbianas
a nivel regional, que de los factores ambientales. Los analisis de particion de varianza
y de correlacién parcial de Mantel confirmaron esta tendencia. Solo se observé una
contribucién significativa a la variacion en la diversidad por parte de los autovectores
espaciales seleccionados.

En cuanto a las variables ambientales que correlacionaron con la diversidad beta a
nivel regional, se destacd el nivel de precipitaciones. Esta es una variable que esta
ligada a la ubicacion geografica, por este motivo no se la incluyé dentro de los factores
ambientales a evaluar en los analisis de particién de varianza y de correlacion parcial
de Mantel. Sin embargo al incluir los datos climaticos como tercer componente de
variacion a evaluar (los otros dos fueron las variables espaciales y las caracteristicas
de suelo) no se observd contribucion significativa de los mismos a la variacién de la
diversidad. Se siguié observando, en cambio, el efecto de la distancia geografica.
Estos resultados demuestran que los factores histéricos ligados a las distancias entre
comunidades, como ser la limitacibn de la dispersién, serian los principales
responsables de la variacion en el patron de las comunidades microbianas de suelos a
nivel regional.

Frente a estos resultados podemos descartar al ordenamiento de especies como el
paradigma mas adecuado para explicar el patron de las comunidades microbianas de
suelos de la Region Pampeana. El modelo que explique las observaciones para la
region estara entre el efecto masay la dinamica de parches. El efecto significativo de
las variables espaciales sugiere que los procesos de migracién, emigracién y
dispersion son importantes. El modelo de efecto masa acepta la existencia de efectos
de la heterogeneidad ambiental en la composicién de las comunidades. Sin embargo
si los ambientes estan suficientemente interconectados, la homogeneizacion de la
composicion provocada por el efecto masa puede ser tan marcada que el efecto de las
condiciones ambientales queda enmascarado a nivel regional. Este parece ser el caso
de las comunidades microbianas de suelos de la Region Pampeana. La correlacién
observada de las variables ambientales con la estructura de las comunidades no se
detecto en el analisis que incluye a las variables espaciales. Podria pensarse que esto
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tiene que ver con un grado de autocorrelacion de las variables espaciales con las
variables ambientales, sin embargo la interaccion de la variacion explicada entre
ambas fue negativa. Esto significa que las fracciones son linealmente independientes,
sin embargo puede existir una interaccion no lineal, no detectada por el método. Es
importante destacar que las correlaciones predichas por el método de Bioenv estan
calculadas sobre matrices de distancia de Bray Curtis, mientras que el calculo de
particion de varianzas se basa en modelos lineales y distancias euclidianas. Sin
embargo, las pruebas parciales de Mantel se calcularon utilizando matrices de
diversidad beta basadas en distancias de Bray Curtis y tampoco revelaron efectos de
las variables ambientales. La principal diferencia entre los modelos de efecto masa'y
de dinamica de parches es el grado de limitacion en la dispersion. En el primer caso la
dispersién es eficiente y en el segundo caso es limitada [100]. Al no poseer datos de
las tasas de dispersion de las poblaciones no podemos distinguir entre ambos
paradigmas. Nos inclinamos por el modelo de efecto masa, ya que la dinamica de
parches asume cierta homogeneidad ambiental que no es observada para la Regién
Pampeana, principalmente por el efecto de los usos del suelo.

Al evaluar las variables climaticas como tercera fraccién de variacion de la diversidad
beta, observamos que las variables espaciales seguian siendo las Unicas significativas
a nivel regional. Sin embargo, al detectar una correlacion significativa de los niveles de
precipitacién con el patrén de comunidades, decidimos partir el set de datos en tres.
Un grupo correspondié a los sitios que recibieron alto nivel de lluvias, otro a lluvias
medias y un tercer grupo a bajo nivel de lluvias. Al analizar la contribucion de factores
actuales e histéricos a un nivel espacial menor, vimos que los efectos de las variables
ambientales y del uso de la tierra se hicieron evidentes. Los analisis de ANOSIM
descubrieron que existe un agrupamiento de las comunidades por establecimiento
para los tres niveles de lluvias. Las comunidades también se agruparon segun el uso
de la tierra en suelos con niveles de precipitaciones medios y altos. Ademas los
coeficientes de correlacién con las variables ambientales en todos los casos fueron
mas altos que para el andlisis de toda la region. A su vez, los analisis de particion de
varianza mostraron que los efectos de las variables de suelo se hicieron mas
evidentes al disminuir el nivel de precipitaciones. Para precipitaciones altas el andlisis
de particidbn de variacion y la prueba de correlacion parcial de Mantel arrojaron
resultados no significativos. Esto puede deberse a la menor cantidad de réplicas
evaluadas en este caso; quizas no fueron suficientes para evidenciar los efectos de las
variables espaciales y de suelo. Para el caso de comunidades con nivel medio de
precipitaciones se observaron efectos significativos de las variables de suelo y de las
espaciales. Para el caso de comunidades con bajo nivel de lluvias se observé que la
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fraccion de variables de suelo explico un 10% de variacién y el test de Mantel fue
significativo. Estos resultados demuestran, por un lado, que al bajar el nivel de escala
espacial los efectos contemporaneos debidos a las diferencias del ambiente se
vuelven evidentes, al disminuir los efectos de factores histéricos; y por otro que al
disminuir el nivel de precipitaciones los efectos de las variables de suelo son mas
importantes. Ademas con la disminucion de las precipitaciones se evidenciaron
también los efectos del uso del suelo, las comunidades se agruparon segun suelos
agricolas, parques o arboledas.

Es importante destacar que para este set de datos se volvieron a observar los
resultados obtenidos en el capitulo I. Al evaluar el patrén de comunidades microbianas
a una escala espacial pequena, no regional, en establecimientos de la Pampa
Ondulada (La Estrella y La Negrita), se volvio a evidenciar la separacion de las
comunidades segun la presencia o no de manejo agricola.

Otra observacion a tener en cuenta, es que los andlisis de particion de variacion
revelaron un alto porcentaje de la misma que no es explicada por las variables
evaluadas (valores de residuales altos). Puede pensarse dos panoramas posibles para
explicar esto. El primero supone que no fueron evaluadas todas las variables
ambientales que influyen sobre las comunidades microbianas, con lo cual se estaria
subestimando la fraccién de variacion explicada por el ambiente. La otra explicacion es
que solo una parte de los procesos que generan la diversidad de las comunidades
evaluadas sean explicados por modelos no estocasticos y que el modelo neutral sea
predominante y por ello las variables de suelo y espaciales no explicaron un mayor
porcentaje de variacién. Para poner a prueba esta segunda hipotesis se evalu6 el
ajuste de la composicion de las comunidades a la distribucién ZSM predicha por el
modelo neutral y a distribuciones correspondientes a modelos no neutrales. Los
resultados indicaron un mejor ajuste de los datos a las distribuciones Zipf vy
Mandelbrot. Se descarta de esta forma la importancia de dinamicas neutrales en el

patron de las comunidades microbianas de suelos de la Regién Pampeana.

En resumen, en este capitulo evaluamos la contribucion de efectos actuales e
historicos sobre el patrdn biogeografico de las comunidades microbianas de los suelos
de la Regibn Pampeana. Se observd que a nivel regional los factores histéricos
representados por variables espaciales fueron los mas influyentes, mientras que al
disminuir la escala espacial (menores distancias), los efectos contemporaneos de las
variables ambientales se hicieron evidentes. Ademas los efectos de las variables de
suelo fueron mas importantes al disminuir el nivel de precipitaciones. También,

descartamos las dindmicas neutrales como importantes moldeadoras de la diversidad
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a nivel regional. Finalmente concluimos que el modelo que mejor explica las dinamicas
de determinacion de la diversidad en las comunidades microbianas a nivel regional
estara entre el paradigma de efecto masa y de dinamica de parches. Si bien no
podemos distinguir entre ambos paradigmas, nos inclinamos por el modelo de efecto
masa, ya que la dinamica de parches asume cierta homogeneidad de habitat que no
es observada para la Regién Pampeana, principalmente por el efecto de los usos del
suelo. Los efectos de las variables ambientales fueron identificados para las
comunidades de suelos de la regién, en este capitulo y los anteriores, sin embargo, a
una escala de analisis regional, estos quedan enmascarados por los efectos historicos
relacionados con variables espaciales. Como ya han observado otros autores[91],
concluimos que ambos tipos de procesos, los actuales y los historicos, son
importantes en la generacion de la diversidad de las comunidades microbianas
estudiadas. Se necesitaran de todos modos, nuevos estudios que determinen mayor
cantidad de variables del sistema para descartar una subestimacién de los procesos

contemporaneos en los analisis de particion de variacion.
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CONCLUSIONES




Este trabajo de tesis describe por primera vez, y en contexto del proyecto Soilgene 'y
del Pampa Dataset, los patrones de diversidad taxonémica y funcional de
comunidades microbianas de suelos de de la Regidon Pampeana utilizando tecnologias
de secuenciacién de alto rendimiento. Los resultados del proyecto marco Soilgene ya
han sido presentados en publicaciones y disertaciones [139, 144, 249, 250]; sin
embargo, este es el primer trabajo que se basé en un enfoque ecoldégico mas profundo
para el andlisis de datos de comunidades bacterianas. No solo se describié y comparo
la biodiversidad de las comunidades, sino que se indagd en los procesos de
generacién de esta diversidad.

La primer parte del Capitulo | comparé la estructura y composicion taxonémica de
comunidades de suelos con y sin historia de manejo agricola. Se evaluaron asi los
efectos de mas de cien anos de agricultura sobre los microorganismos de suelos de la
Pampa Ondulada. Se observaron diferencias en el patron y composicion taxonémica
entre ambos tipos de suelo. El cambio en la estructura de los ensamblajes microbianos
se vio principalmente al nivel de las abundancias de OTUs, en coincidencia con la
hipétesis de Baas-Becking que dice que "Todo esta en todos lados pero el ambiente
selecciona". Las abundancias de taxa en suelos del mismo sitio pero bajo distintas
condiciones ambientales debidas al uso agricola fueron diferentes. Esto corrobora
nuestra hipotesis de trabajo. También se observaron correlaciones de las variables
ambientales medidas, destacandose el efecto de la materia orgénica y el nivel de
nitratos, con la diversidad beta entre suelos con y sin historia de manejo. Las
diferencias observadas en la composicidon taxondmica sugieren una seleccion de
estrategias-r o copiotréficas por parte de los microorganismos en suelos con manejo
agricola, posiblemente debida a la presencia de residuos vegetales labiles y la
fertilizaciéon nitrogenada. Por otro lado, se observé mayor abundancia de organismos
con estrategias- K u oligotroficos en suelos sin historia de cultivo, donde los nutrientes

se encuentran en formas mas recalcitrantes.

En la segunda parte del Capitulo | evaluamos las diferencias en los perfiles
metagendmicos de suelos con y sin historia de manejo. Vimos que los resultados
acompanan a las observaciones del la Parte A. Las diferencias a nivel global de los
perfiles metabdlicos correlacionan con el patron de diversidad beta antes observado
para las comunidades microbianas de los mismos sitios. A nivel puntual observamos
que los metabolismos mas representados en los suelos con historia de manejo
agricola estuvieron relacionados con la utilizacion de nitrégeno, metabolismo central
de carbono y de regulacién rapida y versatil, mientras que los metagenomas de suelos

sin historia de manejo presentaron mayor abundancia de enzimas relacionadas con
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regulacion de estados de hambreado y de almacenamiento de carbono y energia.
Estas diferencias en las funciones metabdlicas de los genomas presentes en uno y
otro caso dan cuenta de las adaptaciones a una mayor heterogeneidad y
disponibilidad de nutrientes en el caso de las comunidades de suelos agronémicos, y
una mayor adaptacién a ambientes estables y mas oligotréficos en el caso de suelos
sin historia de uso agricola.

En el segundo capitulo se evaluaron las diferencias en los efectos de distintos tipos de
labranza sobre comunidades de suelos agricolas. Los resultados permitieron resaltar
la importancia de la estructura del suelo y las formas de la materia organica sobre las
comunidades de microorganismos. Hipotetizamos, frente a las observaciones
obtenidas, que las condiciones de agregacién del suelo y los menores niveles de
materia organica presentes en suelos bajo labranza convencional favorecen el
establecimiento de comunidades aun mas disimiles a las de los suelos sin historia
agricola. Los perfiles metabdlicos de las comunidades de suelos bajo labranza
convencional son mas concordantes con un estilo de vida mas copiotréfico; mientras
que las comunidades de suelos bajo siembra directa presentaron caracteristicas de
adaptacion a suelos mas estables con mayor cantidad de macroagregados y de

materia organica recalcitrante.

Los primeros dos capitulos se enfocaron en los efectos locales de las variables
ambientales (i.e. caracteristicas de suelo variables segun el uso agricola). Los
resultados acompanan la hipétesis de Baas-Becking que dice que los
microorganismos estan universalmente distribuidos y es el ambiente quien selecciona.
Sin embargo al cambiar la escala de analisis, los resultados no fueron tan
concordantes con esta hipétesis. En el Capitulo Il se estudié la contribucién de
efectos actuales e histéricos sobre el patron biogeografico de las comunidades
microbianas. Se observo que a nivel regional los factores histéricos representados por
variables espaciales fueron los mas influyentes que los factores ambientales. Al
disminuir la escala espacial (menores distancias), los efectos contemporaneos de las
variables ambientales se hicieron evidentes. A nivel regional el efecto de las
precipitaciones fue importante. Se observd correlacién del patrén de lluvias con el
patron de diversidad beta. Ademas los efectos de las variables de suelo fueron mas
evidentes al disminuir el nivel de precipitaciones en andlisis a escalas menores.
Descartamos a las dinamicas neutrales, basadas en la equivalencia ecoldgica de las
especies y en la naturaleza estocastica de los procesos demograficos, como las
explicativas de los patrones observados. Vimos que el modelo que mejor explicé las

dinamicas de determinacion de la diversidad en las comunidades microbianas a nivel
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regional estaria entre el paradigma de efecto masa y de dinamica de parches. Los
efectos de las variables ambientales y del uso agricola, fueron identificados, en este
capitulo y los anteriores, sin embargo a escala regional fueron enmascarados por los
efectos historicos/ demograficos relacionados con las variables espaciales.
Concluimos, entonces, que ambos tipos de procesos, los actuales y los historicos, son
importantes en la generacion de la diversidad de las comunidades microbianas de
suelos de la Regiébn Pampeana.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis constituyen una muy importante
contribucién al conocimiento de los ecosistemas agricolas de la Region Pampeana.
Como se menciond en la introduccién, el entendimiento de los procesos ecolbgicos y
bioldgicos que mantienen el funcionamiento del suelo como ecosistema es
fundamental para poder realizar un uso sustentable del mismo. Son varios los autores
que hacen hincapié en esta necesidad de comprension de los sistemas biolégicos
[125, 126, 130]. Sobre todo estan priorizando los enfoques ecolégicos para el analisis
de suelos. Fierer y colaboradores propusieron la utilizacion de modelos espaciales de
distribucion de especies basados en propiedades de nicho [183]. En el reciente trabajo
proponen la reconstruccion de la distribucién de especies del ecosistema original
basandose en informacidn metagenomica de sitios sin historia de modificaciones
agricolas en las llanuras del centro de Estados Unidos. Obteniéndose este modelo, se
puede luego cuantificar el nivel de modificacidbn que sufrieron las comunidades de
suelos bajo manejo agricola respecto de su hipotético estado original pre-agricola.
Como perspectivas a futuro, proponemos implementar este tipo de modelos para la
Regibn Pampeana. En base a nuestros resultados debera apuntarse a generar
modelos que incluyan, ademas, informacién sobre las distancias geograficas y/o
variables demogréaficas ademdas de las variables ambientales o de nicho. Estos
modelos podran luego utilizarse para planes de conservacién y restauracion de suelos
y para tomar medidas y politicas de prevencién y de manejo concordantes con un uso

agricola sustentable.
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ANEXO




Frankiaceae

T
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Figura A1: Promedio de las abundancias relativas de miembros de la familia Frankiaceae
en las comunidades de suelos Agro (Rojo) y No Agro (Azul). Las barras indican + 1
desvio estandar.

Mycobacterium
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Figura A2: Promedio de las abundancias relativas de miembros del género
Mycobacterium en las comunidades de suelos Agro (Rojo) y No Agro (Azul). Las barras

indican % 1 desvio estandar.
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Figura A3: Patron de diversidad beta basado en weighted Unifrac de las comunidades de
suelos bajo SD (Rojo), bajo CT (Naranja) y de suelos sin historia de manejo en el
experimento de Balcarce.

Nitrobacter
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Figura A4: Promedio de las abundancias relativas de miembros del género Nitrobacter
en las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja) del experimento de

Balcarce. Las barras indican + 1 desvio estandar.
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Deltaproteobacteria
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Figura A5: Promedio de las abundancias relativas de miembros de la clase

Deltaproteobacteria en las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja) del
experimento de Balcarce. Las barras indican + 1 desvio estandar.
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Figura A6: Promedio de las abundancias relativas de miembros de la clase
Gammaproteobacteria en las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja) del
experimento de Balcarce. Las barras indican + 1 desvio estandar.

Rhodobacterales
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Figura A7: Promedio de las abundancias relativas de miembros del orden
Rhodobacterales en las comunidades de suelos bajo SD (Rojo) y LC (Naranja) del
experimento de Balcarce. Las barras indican + 1 desvio estandar.
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Que el pan sea eterno, y las quinuas eternas,
y nuestra Pachamama todavia mas eterna.
Que el agua, el viento, y la lluvia,

corran enternamente,

que el Sol nos alumbre con eternidad infinita,
que las gentes y los surcos sean eternos,

que las flores broten para siempre

y los pajaros vuelen incansables sobre las flores.

Que haya vida para la eternidad

en su existencia interminable

Canto Kechwa
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