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RESUMEN

Los microorganismos del suelo cumplen funciones esenciales en el sostenimiento de los
agroecosistemas, ya que regulan procesos como el ciclado de nutrientes, la emision de
gases de efecto invernadero y la estructuracion del suelo. Este trabajo estudia la
diversidad microbiana en suelos cultivados con cafia de azicar bajo distintas practicas de
manejo, evaluando tanto su estructura taxonémica como su potencial funcional. El
objetivo principal es caracterizar los cambios en la comunidad microbiana del suelo y en
genes funcionales clave (nirK, nirS, nosZ, amoA, mcrA, pmoA), asociados al ciclo del
nitrégeno y del metano, en respuesta a tratamientos combinados de tipo de labranza
(convencional o en franjas) y tipo de cosecha (liviana o convencional). Las hip6tesis
plantean que el manejo conservacionista promueve una mayor diversidad microbiana y
contribuye a mitigar las emisiones de gases de efecto invernadero. La estrategia
metodoldgica combina enfoques multi-6micos: cuantificacion de genes por qPCR,
analisis de diversidad mediante secuenciacion del gen 16S rRNA, ensamblado
metagendémico y generacion de genomas ensamblados a partir de metagenomas
(MAGs). También se aplica inferencia funcional con PICRUSt2 y anotaciéon de
proteinas a partir de marcos de lectura abiertos (ORFs). Los resultados muestran que el
tipo de labranza tiene un efecto méas marcado que el tipo de manejo sobre la estructura de
la comunidad bacteriana, con mayor riqueza observada en sistemas de labranza en
franjas. En cuanto a los genes funcionales, se registra una disminucién de mcrA y un
aumento de nirK en otofio, lo que indicaria un posible cambio en las rutas de
metanogénesis y desnitrificaciébn. La secuenciacion de amplicones permite una
deteccion robusta de la diversidad microbiana, mientras que la metagenomica
ensamblada aporta informacion funcional complementaria, aunque con una
recuperacion limitada de MAGs de alta calidad. Este trabajo evidencia el impacto
diferencial de las practicas agricolas sobre la microbiota del suelo y destaca la utilidad de
los enfoques multi-6micos para comprender su funcionalidad ecolégica en sistemas

productivos complejos.

Palabras clave: microbioma del suelo, cafia de azticar, metagenomica, qPCR, genes

funcionales, gases de efecto invernadero, MAGs, enfoque multi-6mico



ABSTRACT

Soil microorganisms play essential roles in sustaining agroecosystems by regulating
nutrient cycling, greenhouse gas emissions, and soil structure. This study investigates
the microbial diversity of soils under sugarcane cultivation, evaluating both taxonomic
composition and functional potential under different management practices. The main
objective is to characterize shifts in soil microbial communities and in key functional
genes (nirK, nirS, nosZ, amoA, mcrA, pmoA) associated with nitrogen and methane
cycles, in response to combinations of tillage type (conventional or strip-till) and harvest
method (light or conventional). The working hypotheses propose that conservation
management promotes higher microbial diversity and contributes to the mitigation of
greenhouse gas emissions. The methodological strategy integrates multi-omic
approaches, including qPCR quantification of target genes, 16S rRNA gene amplicon
sequencing for diversity profiling, metagenomic assembly, and the reconstruction of
metagenome-assembled genomes (MAGs). Functional inference is performed using
PICRUSTt2 and annotation of open reading frames (ORFs). Results show that tillage type
has a stronger effect on bacterial community structure than the management system as a
whole, with greater richness observed under strip-till practices. Regarding functional
genes, a seasonal shift is observed: mcrA abundance decreases while nirK increases in
autumn, suggesting changes in methanogenesis and denitrification pathways. Amplicon
sequencing provides robust taxonomic coverage, while metagenomic assembly offers
complementary functional insights, despite limited recovery of high-quality MAGs.
This study highlights the differential impact of agricultural practices on soil microbiota
and underscores the value of multi-omic approaches for understanding ecological

functions in complex productive systems.

Key words: soil microbiome, sugarcane, metagenomics, qPCR, functional genes,

greenhouse gases, MAGs, multi-omic approach
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1. Capitulo 1: Introduccion general y metodologia

1.1 Introduccioén

1.1.1 Microbiologia del suelo y su rol en agroecosistemas

El suelo es uno de los ecosistemas mdas biodiversos del planeta y alberga
comunidades microbianas complejas que cumplen funciones fundamentales para la
sostenibilidad de los ecosistemas terrestres. Estos microorganismos, entre los que se
encuentran bacterias, arqueas y hongos participan activamente en procesos clave como la
descomposicién de la materia organica, el reciclado de nutrientes, la formacién y
estabilizacién de agregados del suelo, y la regulaciéon de gases de efecto invernadero
(Bender et al., 2016; Palm et al., 2014; Powlson et al., 2011).

En términos funcionales, los microorganismos del suelo son actores centrales de
los principales ciclos biogeoquimicos. Intervienen en la mineralizacion del nitrégeno, la
fijacion biolégica de nitrogeno atmosférico, la nitrificacion, la desnitrificacion y la
metanogénesis, entre otros procesos. Estas transformaciones no sélo afectan la
disponibilidad de nutrientes para las plantas, sino que también influyen en la emisién de
gases como el 6xido nitroso (N,0) y el metano (CH,), con implicancias a escala global en
el balance climatico (Foley et al., 2005).

La estructura y diversidad de las comunidades microbianas del suelo estan
influenciadas por una combinacion de factores abiéticos —como el pH, la textura, la
humedad o el contenido de materia organica— y factores bidticos, incluyendo la
presencia y tipo de vegetacidn, las raices y sus exudados. En agroecosistemas, estas
comunidades responden ademas de forma sensible a las practicas de manejo agricola,

como la rotacion de cultivos, la fertilizacion, la labranza o la cobertura vegetal (Tosi et al.,



2016; Powlson et al.,, 2011). Estos cambios pueden alterar tanto la composicion
taxonomica como la funcionalidad del microbioma del suelo, con consecuencias directas
sobre su capacidad para sostener la productividad y los servicios ecosistémicos.

En este contexto, el estudio de la microbiologia del suelo en sistemas productivos
es crucial para comprender como las decisiones de manejo afectan la salud del suelo y, en
ultima instancia, la resiliencia del sistema agricola. Evaluar la estructura y funcion de las
comunidades microbianas puede ofrecer herramientas valiosas para el disefio de practicas
agricolas mas sostenibles, que favorezcan un uso mas eficiente de los recursos, una menor
dependencia de insumos externos y una mitigacion de los impactos ambientales de la

actividad agropecuaria (Bender et al., 2016; Palm et al., 2014; Powlson et al., 2011).

1.1.2 Cultivo de cafia de azucar y contexto productivo

La cafia de azticar (Saccharum officinarum L.) es un cultivo fundamental en
regiones tropicales y subtropicales, donde ocupa millones de hectareas y se posiciona
como fuente primaria tanto de aziicar como de bioenergia. En el noroeste argentino, y
particularmente en Tucuman, este cultivo constituye uno de los pilares de la actividad
agroindustrial, con una cadena productiva histéricamente arraigada que representa una
fuente clave de empleo, desarrollo regional y exportaciones (Chalco Vera et al., 2022;
Tesouro et al., 2015a, 2015b).

En esta region, el sistema de produccién se encuentra en un proceso de
intensificacion sostenida que incluye el uso de maquinaria pesada para la implantacién,
fertilizacién nitrogenada intensiva y la generalizacion de la cosecha mecanizada en verde.
Esta dltima implica el abandono progresivo de la quema previa a la cosecha y deja una
capa superficial de residuos (“trash”) que modifica drasticamente las condiciones

microambientales del suelo (Chalco Vera & Acreche, 2018; Linnenluecke et al., 2018).



Segun el tipo de manejo, dicho residuo puede dejarse como cobertura o retirarse,
generando distintos efectos sobre la temperatura, humedad, actividad biolégica y
disponibilidad de nutrientes del suelo (Moneda et al., 2022).

Diversas practicas asociadas al cultivo —como el grado de labranza, el tipo de
implantacion, la estrategia de fertilizacién o el manejo del residuo— influyen de manera
directa sobre propiedades fisicas y quimicas del suelo, incluyendo la compactacion, el
contenido de carbono y la dindmica del nitrégeno (Moraes et al., 2019; Chalco Vera et al.,
2022). Estas alteraciones condicionan el habitat microbiano, afectando la estructura,
composicion y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo, y con ello su
capacidad de sostener procesos ecologicos clave como la desnitrificacion o la
estabilizacion del carbono (Moneda et al., 2022; Marin & de Carvalho, 2012).

Si bien el cultivo de cafia de aziicar ha sido ampliamente estudiado desde una
perspectiva agronomica, aun persisten vacios importantes en relacion a la dinamica de sus
comunidades microbianas del suelo bajo diferentes esquemas de manejo. Esto cobra
particular relevancia en el marco de una transicion hacia sistemas mas sustentables, donde
el microbioma del suelo aparece como un indicador sensible de la salud edafica y como
una posible palanca para mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes y reducir impactos

ambientales (Linnenluecke et al., 2018; Bender et al., 2016).

1.1.3 Genes funcionales del microbioma

La estructura de las comunidades microbianas del suelo estd estrechamente
vinculada con su funcionalidad ecolégica. Determinados grupos de microorganismos
participan en rutas metabolicas clave que regulan el ciclo de nutrientes, la emision de
gases de efecto invernadero y la disponibilidad de compuestos esenciales para las plantas.

Por este motivo, los genes asociados a procesos como la nitrificacién, desnitrificacién,



metanogénesis y oxidacion de metano se utilizan frecuentemente como marcadores
funcionales para evaluar el potencial metabélico del microbioma del suelo (Philippot &
Hallin, 2005; Nazaries et al., 2013; Jones et al., 2014).

Dentro del ciclo del nitr6geno, uno de los procesos mas relevantes es la
desnitrificacion, una via de respiracion anaerobia que convierte el nitrato (NO;") en
nitrogeno gaseoso (N,) mediante una serie de reacciones reductoras. Los genes nirK'y
nirS codifican para dos tipos de nitrito reductasas (dependientes de cobre y hierro
respectivamente), mientras que el gen nosZ codifica la nitroso reductasa que cataliza la
conversion de 6xido nitroso (N,0) a N,, siendo clave para mitigar las emisiones de este
potente gas de efecto invernadero (Henry et al., 2006; Domeignoz-Horta et al., 2015).

Por su parte, la nitrificacion —la oxidacion del amonio (NH,") a nitrito (NO,7) y
luego a nitrato— esta iniciada por microorganismos amonio-oxidantes, cuyo marcador
funcional es el gen amoA. Este gen se encuentra tanto en bacterias como en arqueas, y
permite inferir el potencial nitrificante de una comunidad edafica (Rotthauwe et al., 1997;
Leininger et al., 2006).

En cuanto al ciclo del metano, se consideran dos rutas microbianas opuestas: la
produccion (metanogénesis) y la oxidacion (metanotrofia). Las arqueas estrictamente
anaerobicas realizan la metanogénesis, y el gen mcrA —que codifica para la subunidad
alfa de la metil coenzima M reductasa— se usa ampliamente como marcador funcional en
estudios de ecologia microbiana (Luton et al., 2002; Steinberg & Regan, 2008). La
metanotrofia, en cambio, la realizan bacterias capaces de oxidar metano en condiciones
aerobicas. Estas bacterias se clasifican clasicamente en metanotrofos tipo I y tipo II, los
cuales difieren en su filogenia, vias metabdlicas y requerimientos ecoldgicos (Henckel et
al., 1999; Kolb, 2009). Los metanotrofos tipo I, pertenecientes al filo

Gammaproteobacteria, utilizan una via metabodlica eficiente basada en la ribulosa



monofosfato para asimilar carbono derivado del metano. En cambio, los tipo II, del filo
Alphaproteobacteria, recurren a una ruta alternativa mas flexible y energéticamente
demandante para incorporar el carbono metanogénico, lo que les confiere ventajas
adaptativas en ambientes con condiciones variables o recursos limitados. Estas
diferencias pueden implicar respuestas diferenciales frente a factores como el contenido
de oxigeno, la disponibilidad de nitrogeno o el tipo de sustrato carbonado, lo cual justifica
su analisis independiente en estudios de diversidad funcional. Para ambos grupos, se
utilizan variantes del gen 16S rRNA o genes especificos como pmoA -que codifica la
subunidad A de la enzima metano monooxigenasa- para su identificacion y cuantificacion
(Henckel et al., 1999; Nazaries et al., 2013). Cabe sefialar que debido a la alta similitud
entre las secuencias de pmoA y amoA, su diferenciacion requiere analisis adicionales en
contexto genomico (Henckel et al., 1999). Por ello, su interpretacion debe realizarse con
cautela.

La evaluacion conjunta de estos genes funcionales permite estimar el potencial
metabdlico de una comunidad en relacion con su participacion en ciclos elementales. A su
vez, su cuantificacion y diversidad pueden servir como indicadores sensibles frente a
cambios en el uso del suelo, practicas de manejo o condiciones ambientales (Jones et al.,
2013; Hamonts et al., 2018). En este trabajo, se seleccionaron estos seis genes clave con el
objetivo de caracterizar la funcionalidad microbiana en suelos de cafia de azticar bajo
distintos manejos, explorando tanto su abundancia relativa como su diversidad
estructural. Ademas de estos genes funcionales, se incluyeron en el estudio marcadores
taxonomicos generales para bacterias (16S rRNA), arqueas (16S rRNA especifico) y
hongos (18S rRNA), con el fin de evaluar la estructura general de los tres dominios

principales del microbioma edafico



1.1.4 MAGs y metagendmica ensamblada

La metagenémica ha revolucionado el estudio de comunidades microbianas al
permitir el analisis directo del material genético presente en una muestra ambiental, sin
necesidad de cultivo. Entre las estrategias mas avanzadas dentro de este campo se
encuentra la reconstruccion de genomas ensamblados por metagenomas, conocidos como
MAGs (por sus siglas en inglés: Metagenome-Assembled Genomes). Esta aproximacion
permite obtener representaciones gendmicas parciales o completas de los
microorganismos mas abundantes en una comunidad, a partir de la secuenciacién masiva
y el posterior ensamblado y agrupamiento (binning) de contigs (Parks et al., 2015;
Chaumeil et al., 2020).

Los MAGs constituyen una herramienta poderosa para acceder al papel funcional
y potencial metabolico de microorganismos no cultivables, que conforman la mayoria de
la diversidad microbiana del suelo. Al proveer informacién taxonémica y funcional a
nivel genémico, permiten explorar la ecologia de grupos raros o novedosos, identificar
rutas metabdlicas completas y asociarlas a taxones especificos, y evaluar su distribucién
relativa en distintas condiciones ambientales o tratamientos experimentales (Setubal,
2021; Semenov, 2021).

La calidad de los MAGs se evalia mediante criterios estandarizados que
consideran el porcentaje de completitud (proporcién de genes esenciales recuperados) y
contaminacion (presencia de genes redundantes o de multiples origenes), lo cual permite
seleccionar aquellos genomas mas confiables para estudios posteriores. Si bien la
generacion de MAGs impone ciertos limites metodologicos —como la pérdida de grupos
poco abundantes o la dificultad para resolver genomas muy similares—, su aporte en
términos de resolucién funcional y taxonémica ha demostrado ser crucial en estudios de

ecologia microbiana en agroecosistemas (Lammel et al., 2015; Mandakovic et al., 2018).



En este trabajo, el uso de MAGs a partir de metagenomas ensamblados nos
permitio no sélo describir el potencial funcional de las comunidades microbianas del
suelo en distintos manejos de cafia de azucar, sino también vincular genes de interés con
genomas especificos, proporcionando un marco mas robusto para interpretar los

resultados de abundancia, diversidad y funcionalidad observados.

1.1.5 Enfoque multi-6mico e integracion metodologica

En el estudio de comunidades microbianas del suelo, cada aproximacion
metodoldgica captura una dimension distinta de la complejidad bioldgica. Las técnicas
basadas en secuenciacion de amplicones (como 16S rRNA o genes funcionales) permiten
caracterizar la composicion taxonémica o funcional con alta sensibilidad, mientras que la
cuantificaciéon por qPCR ofrece una estimacién precisa de la abundancia relativa de genes
especificos. Por su parte, la metagenomica permite acceder al repertorio genético
completo de la comunidad, incluyendo rutas metabolicas, elementos méviles, y genes no
conocidos previamente (Pasolli et al., 2016; Semenov, 2021).

Si bien cada enfoque aporta informacién valiosa por si solo, su combinacién en un
esquema integrativo —el llamado enfoque multi-6mico— permite superar limitaciones
individuales y construir una vision mas robusta del ecosistema microbiano. Por ejemplo,
la metagenémica puede identificar nuevas variantes génicas y rutas funcionales, pero no
indica cuan abundantes son; la qPCR puede cuantificarlas con precisién, pero solo si se
conocen de antemano. En conjunto, estas técnicas permiten conectar diversidad,
abundancia y funcion, un objetivo central de la ecologia microbiana actual (Hamonts et
al., 2018; Bender et al., 2016).

Ademas, el enfoque multi-6mico resulta especialmente util para interpretar la

respuesta microbiana a perturbaciones ambientales o practicas de manejo. Por un lado,



revela qué grupos aumentan o disminuyen frente a ciertos tratamientos; por otro, permite
asociar esas respuestas con funciones ecologicas clave, como la transformacion del
nitrogeno o la regulacion del metano (Dini-Andreote et al., 2015). Esta integracion de
datos —que en este trabajo incluyé qPCR, analisis de amplicones, metagenémica y
MAGs— permite construir una narrativa funcional mas precisa del impacto del manejo

agricola sobre el microbioma del suelo.

1.2 Objetivos e Hipotesis

En el contexto actual de intensificacion agricola, comprender como las practicas
de manejo afectan la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo
se vuelve esencial para avanzar hacia sistemas mas sostenibles. La cafia de azticar, como
cultivo extensivo y de alta demanda nutricional, representa un modelo particularmente
sensible para evaluar estas interacciones. Sin embargo, el conocimiento sobre la respuesta
del microbioma edéafico ante distintos esquemas de manejo en este cultivo sigue siendo
limitado, especialmente en lo que respecta a su funcionalidad vinculada al ciclo del
nitrogeno y del metano.

Este trabajo se propone abordar dicha brecha mediante un enfoque multi-6mico
que combine herramientas de alta sensibilidad y resolucién funcional, como la qPCR, la
secuenciacion masiva y la reconstruccion de genomas ensamblados de metagenomas
(MAGs). Esta estrategia nos permitira caracterizar en profundidad la composicion,
abundancia y diversidad funcional de los microorganismos del suelo en distintos
contextos de manejo de cafia de azilcar, generando conocimiento clave para el disefio de
practicas agrondmicas que favorezcan la salud del suelo y mitiguen impactos ambientales

negativos. A continuacion, se enuncian los objetivos e hipétesis de este trabajo.
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1.2.1 Objetivos

Objetivo 1.

Establecer si un sistema de agricultura conservacionista aplicado en la
implantacion y cosecha del cultivo de cafa de azticar modifica la diversidad de la
comunidad microbiana de bacterias, arqueas y hongos del suelo en comparacion con el
manejo convencional, usando técnicas de secuenciacion masiva de ADN y metodologias

metagenomicas.

Objetivo 2.
Indagar si un sistema de agricultura conservacionista aplicado en la implantacion
y cosecha del cultivo de cafia de azucar altera la diversidad de microorganismos

desnitrificadores, metanégenos y metanotrofos.

1.2.2 Hipotesis

1. La diversidad de bacterias y hongos saprobios se modifica con el manejo
conservacionista del cultivo de cafia de azicar. La menor remocion del suelo y la mayor
retenciéon de humedad derivados del manejo conservacionista determina una mayor
diversidad de ambos grupos microbianos en comparacién con lo observado bajo manejo

convencional.

2. La diversidad de bacterias metan6trofas aumenta y la diversidad de arquebacterias
metandgenas disminuye con el manejo conservacionista del cultivo de cafia de azicar, en

comparacion con el manejo convencional.
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3. La diversidad de bacterias desnitrificantes se modifica con el manejo
conservacionista del cultivo de cafia de aziicar en comparacion con el manejo
convencional. Nuevamente, dada la mayor retencion de humedad, secuestro de carbono y
la menor remocién del suelo derivados del manejo conservacionista, se espera un aumento

en diversidad de bacterias desnitrificantes.

4. Los microorganismos involucrados en la produccion/degradacion de gases de
efecto invernadero forman grupos de co-ocurrencia o consorcios con otros
microorganismos que, sin participar directamente en esos procesos funcionales, son
necesarios para potenciarlos porque intervienen en reacciones metabolicas que

contribuyen a la eficiencia de dichos procesos.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Sitio de estudio y disefio experimental.

El campo experimental esta ubicado en la Estacion Experimental Agropecuaria
Famailla (EEA Famailla) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en la
provincia de Tucuman, Argentina (27°00'52.6"S, 65°22'46.5"0). Es una zona subtropical
donde se cultiva la cafia de aztcar en secano. La temperatura y la precipitacion anuales
presentan una variacién significativa: la temperatura media oscila entre 9,5 °C y 26,5 °C
en los meses mas calidos (enero) y mas frios (julio), y la precipitacién media anual es de
1324 mm, concentrandose principalmente entre noviembre y abril. La humedad relativa
promedio es del 85% (Zeman, 2019).

Como se muestra en la Figura FO1, el cultivo de cafia de azucar se conduce como

un cultivo semiperenne, lo que significa que no sigue un ciclo anual, sino que abarca
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varios afos. Se plantan fragmentos de tallo genéticamente idénticos, es decir, clones, que
al brotar durante el primer afio forman una mata de la cual los tallos se cosechan
individualmente. El cultivo vuelve a crecer afo tras afio (soca) y continta hasta que su
rendimiento disminuye, generalmente en un ciclo de aproximadamente cinco afios. Al
finalizar ese ciclo, se siembra soja durante un afio para permitir el descanso del suelo. Por

esta razon, antes del afio 2012, el area estuvo dedicada al cultivo de soja.
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Soja

2012:
Implantaciéon
de caia de
azucar

cafa

: Soca Socal (2014]
. Soca 2 (2015)
l \ Ciclo Soca 3 (2016)

:/ anual Soca 4 (2017)
: Soca 5 (2018)

Figura F01: Cronologia del experimento. Se muestra la transicién de soja a cafia de azicar a partir
de 2012, seguida del ciclo anual de cosecha y las sucesivas socas (rebrotes) desde 2013 hasta

2018.

Para este estudio se evaluaron dos sistemas de cultivo: labranza convencional
(LC) y labranza reducida en franjas (LF) sin alteracién profunda del suelo en los surcos.
En la labranza convencional, el establecimiento del cultivo se realizé con dos pasadas de
una rastra excéntrica y dos aradas profundas, perturbando completamente la superficie de
la parcela al inicio del ciclo del cultivo. En la labranza reducida en franjas, la labranza
profunda se llevé a cabo solo en el surco donde posteriormente se coloc6 la cafia semilla
para el cultivo. Esta técnica requirio un prototipo de maquina disefiado y desarrollado en
el Laboratorio de Terramecanica y Establecimiento de Cultivos (IIR-CIA-CNIA-INTA).

Las parcelas fueron cosechadas con el método convencional (CC) o con una

cosecha alternativa liviana (LC). Los tratamientos combinados de siembra y cosecha se
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repitieron tres veces en un disefio de -tres- bloques completamente aleatorizado con

parcelas divididas (Figura F02)

Convencional

Labranza
Reducida en

franjas

Convencional

Cosecha
Alternativa

liviana

Labranza convencional (LC)

Labranza reducida en franjas (LF)

Cosecha convencional (CC)

Cosecha alternativa liviana (CL)

Tratamientos: combinacion de factores
“Labranza” y “Cosecha”

(%]

LC-

LC-

LF -

LF -

CcC

CL

CcC

Figura F02: Esquema de los tratamientos utilizados, combinando los factores 'Labranza'

(Convencional y Reducida en Franjas) y 'Cosecha' (Convencional y Liviana). Se detallan las

cuatro combinaciones resultantes en los tratamientos: LC-CC, LC-CL, LF-CC y LF-CL.

1.3.2 Muestras de suelo y andlisis de parametros fisico-quimicos

El muestreo de suelos se realiz6 a una profundidad de 0-10 cm, en el horizonte A y

se llevo a cabo en dos épocas del afio: otofio (marzo) y verano (diciembre). En cada unidad

experimental (tratamiento*bloque) se tomé con barreno una muestra compuesta de varios
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sub-muestreos realizados. Las muestras fueron transportadas en cajas conservadoras al
laboratorio y alli se tamizaron por malla de 2 mm. Una fraccién de las muestras se
conservo a -80 °C para los analisis moleculares correspondientes.

Los parametros fisico-quimicos de las muestras de suelo fueron analizados en el
Centro Regional INTA Tucuman-Santiago del Estero, EEA Famailla, Laboratorio de
Suelos, Agua y Material Vegetal. Se evaluaron los siguientes parametros: pH, materia
organica, nitrogeno del suelo, fésforo disponible, potasio y textura.

El pH del suelo se determind en una mezcla de suelo y agua destilada (1:2,5)
utilizando un pH-metro digital (Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion,
2009). El nitrogeno organico del suelo se determiné mediante el método de Kjeldahl
(Bremner, 1965a). El potasio intercambiable se estimé mediante el método de acetato de
amonio (Jackson, 1958). El fosforo disponible se midi6 mediante extraccién con fluoruro
de amonio (Bray y Kurtz, 1945). La clasificacion del tamafio de particulas del suelo se

determin6 mediante el método de pipeta (Soil Conservation Service, 1972).

1.3.3 Medicién de emisiones de gases de efecto invernadero

El grupo de colaboradores de la EEA Famailla INTA junto con estudiantes de
doctorado y postdocotrado de nuestro grupo de trabajo, realizaron las mediciones de las
emisiones de CO,, CH, y N,O del suelo utilizando el método de camaras estaticas
(Hutchinson y Livingston, 2001). Se utilizaron tres camaras por tratamiento, distribuidas
en el cultivo. De cada camara, se recolectaron tres muestras a los 0, 15 y 30 minutos, las
cuales fueron selladas en viales de 10 ml (previamente evacuados con una bomba de
vacio) para su andlisis en laboratorio. Los flujos de gases se calcularon segtin lo descrito
en Chalco Vera et al. (2022) en la Catedra de Bioquimica de la Facultad de Agronomia de

la Universidad de Buenos Aires.
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Durante cada muestreo, se midieron la temperatura y la humedad gravimétrica del
suelo utilizando termdometros digitales manuales y barreno. La humedad gravimétrica del
suelo se convirtio a espacio poroso lleno de agua (WFPS, por sus siglas en inglés) segun
Araujo et al. (2021).

Ademas, se determiné el contenido de nitrogeno inorganico en el suelo, en forma
de nitratos (NO,—N) y amonio (NH,*—N), en todas las fechas de muestreo de gases a una

profundidad de 0,1 m (mg N kg™ de suelo seco) segtin Keeney y Nelson, 1982.

1.3.4 Estimacion de diversidad bacteriana por amplicones 16S

Para estimar la diversidad de bacterias y hongos totales del suelo, como primer
paso, se extrajo el ADN de las muestras de suelo. Para ello se utiliz6 un kit comercial
(DNeasy PowerSoil Kit de Qiagen), el cual permite obtener un buen rendimiento de ADN
con una pureza adecuada. La calidad del ADN fue verificada mediante espectrofotometria
(NanoDrop) y fluorometria (Qubit), asegurando su aptitud para la posterior amplificacién
por PCR.

Para analizar la composicion de la comunidad de bacterias se amplifico la region
hipervariable V3-V4 del gen que codifica para el 16S rRNA por reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR) con los primers 341F (5’-CCTAYGGGRBGCASCAG-3’) y 806R (5’-
GGACTACNNGGGTATCTAAT-3’). Esta eleccion de primers nos permitio detectar y
cuantificar un amplio rango de Eubacteria y también una fraccién grande de las
Arqueobacterias que incluye a los miembros del filo Euryarchaeota, donde se ubican la
totalidad de las arqueas metanogenas. (Montecchia et al., 2011). Los productos de
amplificacion se secuenciaron con un protocolo paired-end con fragmentos de 150-pb en

Novogene (California, Estados Unidos) en un secuenciador illumina HiSeq.
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Se realiz6 la caracterizacion de la diversidad alfa y beta de cada una de las
muestras. Para ésto se siguieron esta serie de pasos (ver Figura F03): se tom6 un
subconjunto representativo al azar de secuencias de cada muestra usando el
procedimiento sample del programa seqtk (Seqtk, 2023) para realizar un control de
calidad con la herramienta FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y se decidié remover siete
nucleotidos del extremo 5’ de ambas secuencias del par paired-end con la herramienta
cutadapt (Marin, 2011). A continuacion, la mayor parte del procesamiento de los datos se
realizo con Qiime2 (Bolyen et al., 2019): las secuencias “paired-end” se empalmaron,
obteniéndose una sola secuencia por amplicon. Las secuencias sin procesar (rawdata) se
demultiplexaron con el procedimiento g2-demux, luego se utilizé la implementacion en
Qiime2 del algoritmo DADA?2 (Callahan et al, 2016) para eliminar el ruido presente en la
secuenciacion, empalmar los miembros del par paired-end, eliminar quimeras y generar
variantes de secuencia amplificadas tnicas (ASVs por sus siglas en inglés), también
conocidas como features, de todas las muestras. Un feature es una unidad de observacion
que retine secuencias similares entre si, pero no se corresponden con secuencias
agrupadas por nivel de similitud, sino que se derivan a partir de un modelo tedrico de la
generacion de errores (“ruido”) de la secuenciacién y la similitud general de las
secuencias. La salida de DADAZ2 brinda tres tablas: por un lado, una tabla de estadisticos
que indica como el algoritmo va filtrando y eliminando el ruido, por otro lado, la tabla de
secuencias representativas de cada ASV y, por ultimo, el resumen de las abundancias.
Para facilitar la interpretacion de los analisis de diversidad alfa y beta, se rarefaccionaron
las muestras a 41.000 secuencias. Se realizo la asignacion taxonomica de los ASVs
utilizando un clasificador Naive Bayes entrenado (Pedregosa et al. 2011) y la base de

datos de SILVA 132 (Mikheenko et al. 2016). La diversidad beta de las microbiotas se



18

estim6 a partir de calculos de distancia entre muestras mediante las medidas de Bray-

Curtis y UniFrac. La distancia de Bray-Curtis se calcul6 con la féormula:

96,

BCU =1- —S;:‘FS_;'

donde C;; es la suma de los valores minimos de las abundancias compartidas entre
las muestras i y j y Si y S; son las sumas totales de abundancia en cada muestra (Bray &
Curtis, 1957). Para UniFrac, se consideraron dos variantes: la distancia UniFrac no
ponderada, que compara la fraccion de la rama filogenética exclusiva entre comunidades;
y la distancia UniFrac ponderada, que también incorpora la abundancia relativa de los
taxones. Esta métrica se calcula segtn:

e e > AL -wp
U'niFrac ZL w;y

donde AL es la diferencia en la presencia o abundancia relativa de las muestras en
una rama L, y wL es la es la longitud de esa rama (Lozupone & Knight, 2005). Ambas
matrices de distancia se visualizaron mediante analisis de coordenadas principales
(PCoA, Principal Coordinate Analysis) y se evaluaron estadisticamente mediante un test
de permutacion ADONIS, implementado en el entorno R (R Core Team, 2025) con los
paquetes ape (Paradis & Schliep, 2018) y vegan (Oksanen et al., 2019). Las salidas

graficas fueron generadas con el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).
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Figura F03: Pipeline, pasos utilizados para procesar y clasificar los datos para estimar la

diversidad bacteriana por amplicones 16S

1.3.5 Secuenciacion masiva del ADN total, construccion de genomas

ensamblados de metagenomas y diversidad de genes funcionales

A partir de las extracciones de ADN de las muestras por triplicado del paso
anterior, se prepar0 una muestra compuesta para cada uno de los cuatro tratamientos, las
cuales se usaron para secuenciacion de ADN total. La secuenciacion se realizé en un
equipo de secuenciacion Illumina HiSeq (Novogene), con la modalidad paired-end de
150-pb de longitud.

Para el procesamiento de los datos generados, se disefié una pipeline especifica
para esta etapa que incluy6 los siguientes pasos: filtrado y acondicionamiento de las
secuencias, ensamblado en contigs, separacion de los contigs en bins por similitud
(binning), anotacién taxonoémica y funcional de los bins. Cada uno de estos pasos, excepto
la anotacion, estuvo acompafiado por su correspondiente analisis de calidad. Es

sumamente importante realizar los andlisis de calidad al finalizar cada uno de éstos para
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poder tomar decisiones acordes a los objetivos del trabajo. A continuacién se presenta una

figura de la pipeline con las herramientas utilizadas (Figura F04).

1

p 3 4
Cg::;:;:a Ensamblaje Binning Anotacién
¢El control de *El ensamblaje de *El binning lo ¢La anotacidn
calidad de las las muestras los realizamoscon  fisica y funcional
secuencias lo realizamoscon  MaxBin2y su de los bins la
realizamos con MEGAHIT y su respectivo realizamos con
FastQCy respectivo andlisis de EggNog-mapper
cortamos anélisis de calidad con V2 y la anotacién
nucleodtidos con  calidad con CheckM taxondémica con
cutadapt MetaQUAST GDBTK

Figura F04: Pipeline utilizada para obtener genomas ensamblados de metagenomas

En cada uno de los pasos de la pipeline se realizé:

1. Control de calidad Andlisis de calidad extrayendo una muestra aleatoria de
500.000 reads de cada archivo fastq con el procedimiento sample del programa seqtk,
para luego realizar un control de calidad con FastQC (Andrews, 2010). Observado los
resultados de este primer paso de la pipeline (F04), llegando a la conclusion de que era
conveniente cortar los primeros cuatro nucledtidos del extremo 5", debido a que tenian
una calidad muy baja, quedando todos los reads con una longitud de 146-pb. La
composicién de la muestra que se us6 para los analisis bioinformaticos se muestra en la

tabla TO1.
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Tabla TO01: Detalle de las secuencias por tratamiento después del analisis de calidad y corte de

nucleétidos (paso 1 de la Figura FO4, mas abajo)

Cantidad de Longitud de Tamaiio del
Tratamiento reads paired- los reads (pb) Posicion archivo (GB)
end
forward 4.1
1-LC-CC 123.556.226 146
reverse 4.2
forward 4.6
2->LC-CL 138.316.218 146
reverse 4.7
forward 4.3
3->LF-CC 126.866.762 146
reverse 4.3
forward 4.2
4 - LF-CL 124.243.274 146
reverse 4.2

2. Ensamblaje: una vez establecida la muestra, se procedié a realizar un
ensamblado de los reads a contigs con el programa MEGAHIT (Li et al., 2015) que tiene
requerimientos de hardware elevados donde se usé un servidor de nuestro laboratorio
tipo Workstation HPZ840 con procesador Intel XEON E51650v3 de 6 nucleos (12 hilos
de ejecucion), 256GB de memoria RAM y 8TB de almacenamiento interno. Para el
ensamblado, se estableci6 una longitud minima por contig, de 1000-pb. Ademas, se opto
por el parametro preestablecido “meta-large”, que estd recomendado por la

documentacion del programa para comunidades de suelo y la opcion “no mercy” para que
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no restrinja el uso de la RAM. La corrida requirié de aproximadamente ocho dias. El

control de calidad del ensamblado se realiz6 con MetaQUAST (Mikheenko et al., 2016).

3. Binning: Una vez obtenido el conjunto de contigs, se agruparon en bins con el
programa MaxBin2 (Wu et al. 2014). Este paso se realizé en una maquina equipada con
procesador Intel Core i7 (i7-4770, 3.40GHz, 8 threads), pues este paso de la pipeline es
menos demandante de hardware. El control de calidad del binning fue realizado con el
programa CheckM (Parks et al., 2015). Este paso es fundamental como antesala de la
anotacion, ya que de aqui se obtienen los datos de calidad y contaminacion del binning.
Como punto de corte, se selecciond un 70% de completitud y 30% de contaminacion de

los bins para realizar la anotacion.

4. Anotacion: La anotacion de los contigs se realizo con eggNOG-mapper v2
(Cantalapiedra et al., 2021) sobre los bins con menos del 70% de completitud. Este
programa produce anotaciones fisicas (localizacién de posibles genes) y funcionales para
los genes encontrados de diferente tipo (similitud a genes conocidos, presencia de
dominios, anotaciones KEGG, GO, etc.). Como salida, ofrece una tabla de anotaciones en
un archivo de texto con tabulaciones como delimitador de campos. La anotacion

taxonomica la se realiz6 con GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2020).

1.3.6 Cuantificacion de genes por gPCR

Se extrajo ADN total de 0,25 g de muestra de suelo utilizando el kit DNeasy
PowerSoil Kit (Qiagen) igual que en la seccion 1.3.4, siguiendo las indicaciones del
fabricante e incluyendo un paso de lisis alternativo (70 °C, 10 min). La cantidad y calidad

del ADN extraido se determinaron por espectrofotometria y fluorometria, utilizando un
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espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y un fluorémetro Qubit 1.0
(Invitrogen) con el kit Qubit dsDNA HS assay Kkit, respectivamente. Todas las
preparaciones de ADN se almacenaron a -20°C. Los genes marcadores funcionales y
taxondmicos evaluados para los grupos de interés se presentan en la Tabla T02.

La cuantificacion de las muestras se realiz6 en un termociclador Mx3000P gPCR
(Agilent Technologies), utilizando la mezcla FastStart Universal SYBR Green Master
(ROX) de Roche, con un volumen final de reaccién de 15 pl, bajo las condiciones
especificadas en la Tabla T02. Como estandares para qPCR se utiliz6 ADN genomico
total, plasmidos linearizados que contenian la secuencia blanco o productos de PCR
purificados. La curva estandar se elaboré mediante diluciones seriadas al décimo del
estandar correspondiente. Las muestras, las curvas estandar y los controles negativos, se

analizaron por triplicado en cada microplaca de PCR.
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Tabla T02: grupos microbianos, genes marcadores, funcion relacionada, primers y perfil térmico

de la qPCR utilizados para la amplificacion de genes funcionales y marcadores filogenéticos. Se

detallan las secuencias de los primers, perfiles térmicos (temperaturas de alineamiento y ciclos) y

referencias bibliograficas para cada conjunto de cebadores. Los genes incluyen marcadores de

procesos microbianos clave (ej. desnitrificacion [nirK, nirS, nosZ], oxidacién de amonio [amoA],

metanogénesis [mcrA], oxidaciéon de metano [pmoA]) y marcadores taxonémicos (ARNr 16S

bacteriano y arqueal, ARNr 18S fingico).

Gen Funcion
Grupo N Primer y secuencias 3’ 5° PCR perfil térmico Referencia
P marcador | relacionada Y pe
Bacteri 165 TRNA Estructura de Eub338: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 95%C 15"/ 60°C 30 s, Fierer et al.,
T | Bactena RIS ribosomas Eub518: ATTACCGCGGCTGCTGG 72°C30s (40 c) 2005
A ErTrr—
) Estructurade | FF390: CGATAACGAACGAGACCT 95°C 607 /50°C 305, Prévost-Bouré et
X | Hongos total 185 rRNA ; 72°C30s({45¢)
o ribosomas FR1: AICCATTCAATCGGTAIT al., 2011
N
8]
M Archaea total 165 RNA Estructura de Arch85F: CCGGTTGATCCTGCCGG 95°C 60", 61°C 60", 72°C Hollister et al.,
i | Arehacalo TR ribosomas Arch313R: TTATTACCGCGGCGGCTG 60" (45 c). 2010
A
Nitrito 95°C 60, 63°C 30" (-1°C
iclo) / 72°Cx30”
Desnitrificadores tipo . reductasa nirkK876: ATYGGCGGVCAYGGCGA Er_' C'.id'a Cl_do]' - C:BO ) Henry et al.,
N P nirkl x5 ciclos / (95°Cx15 -
I NirK nirkK1040: GCCTCGATCAGRTTRTGGTT 58°Cx30" / 72°Cx307) x41 2004
T ciclos
R I . Nitrito _ = . _
) Desnitrificadores tipo nirs reductasa Cd3aF: GTSAACGTSAAGGARACSGG 95°C 15"/ 51°C 307/ Throback et al.,
G INirsS R3cd: GASTTCGGRTGSGTCTTGA F2MC 30" (45 ) 2004
E Desnitrificadores nosZ Oxido nitroso nosZ2F: CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 95°C 15"/ 58°C 30" / T2°C Henry et al 2006
N reductasa nosZ2R: CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA 30" (40 ¢c.) - T
0 95°C 60" / 60°C 307, 72°C
Nitrificadores amoA Amonio amoA-1F: GGGGTTTCTACTGGTGGT 5; (40c) ’ Rotthauwe et al
(bacterias) . monoxigenasa amoA-2R: CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC : (1997)
Met 95°C 30" / 55°C 30" / 72°C
Metanéirofos o moeizenasa | A189F: GGNGACTGGGACTTCTGG . 0c) = Costello y
pmas noxig Mb661: CCGGMGCAACGTCYTTACC : Lidstrom, 1999
particulada
C 95°C 30" / 50°C 30" / Steinberg y
) ) mlas:GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYGC | o - 2 . EInbers ¥
A - Metil coenzima . 72°C 307/ 74°C 10™ (40 Regan, 2008,
R Metanogenos mecrA M reductasa WACAGC ) Luton et al
B mcrA-rev: TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT § 2002 -
o Metanaizofos tisa | 95°C 60" / 63°C 30" /
N C::n‘:a “r:[‘eo‘lg’:c[erla 165 rRNA Estuctrade | 142F: GGTGTGCAGCCGCCGCGGTAA 72°C 30" / 83°C 10” (35
o|© P ) e ribosomas 533n: TTWCCYACWCCTTCCTCC o
Henckel et al.,
Metandtrofos tipo 11 165 rRNA Estructura de 197F: GGGATAACGTAGCGAAAGCT ?3¥ ;g"[ff?c{j 307 1999
(Alphaproteobacteria) - ribosomas 533r: TTWCCYACWCCTTCCTCC - -

Estadisticamente los datos se analizaron bajo modelos lineales mixtos y ANOVA

para observar diferencias significativas entre los distintos tratamientos y/o la combinacién

de factores. Todo este procedimiento sumado a los graficos y figuras se realizé en R
utilizando las librerias, ggplot2, ggbiplot (Vu, 2011), nlme (Pinheiro et al., 2023), dplyr y

corrplot (Wei & Simko, 2021).
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1.3.7 Busqueda de diversidad en las abundancias: enfoque multi-6mico

Las técnicas 6micas empleadas en este trabajo abordan distintos niveles de
informacién: genomica, funcional y cuantitativa. Este enfoque multi-6mico constituye
uno de los aspectos mas relevantes de este estudio, ya que permite integrar datos
obtenidos mediante qPCR (seccion 1.3.6) y metagenémica de ADN total (seccion 1.3.5).
Para ello, se buscé en la base de datos Identical protein groups del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) aquellos registros que tuvieran la misma anotacién
que los genes de interés de este trabajo. En esta base de datos el NCBI agrupa secuencias
de proteinas idénticas bajo un mismo identificador. Estas proteinas pueden provenir de las

bases de datos GenBank, RefSeq, SwissProt o PDB.

Con las secuencias en formato fasta de los accesos encontrados en el paso anterior
se construyeron bases de datos blast para los genes de interés. Luego se usaron las
proteinas inferidas por eggNOG como consultas y se recuperaron secuencias de alta
similitud con aquellas de los Identical protein groups. De esta manera se pudo determinar
aquellas proteinas presentes en nuestro proteoma que por su grado de similitud se pueden

considerar muy buenas candidatas a ser las proteinas funcionales de interés.

El gen pmoA fue dejado de lado porque la secuencia es muy similar a la del gen
amoA. No se encontré en nuestro proteoma secuencias similares a las secuencias de
referencia de mcrA. Se analizaron las secuencias de nucledtidos de los contigs iniciales
con PrimerSearch (v. 6.6.0.0), un programa de la suite EMBOSS (Rice & Bleasby, 2000)
para determinar si un par dado de primers encuentra secuencias amplificables en
secuencias de ADN largas. Con una tolerancia del 10% no se encontraron posibles
secuencias blanco, con una tolerancia mayor, 20%, se encontraron posibles blancos, pero

las secuencias amplificadas no tenian ninguna relaciéon con mcrA.
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Esta base de datos fue comparada con la anotacion de nuestro proteoma (paso 4 de
la pipeline de la Figura FO4) pero no proveniente del paso 3 como se hizo en la seccion
1.3.5, sino del paso 2. Es decir que en vez de un proteoma proveniente de un genoma o bin
es un proteoma correspondiente al metagenoma ensamblado: metaproteoma. De estas
comparaciones se conformaron los arboles de cada uno de los genes (ver anexo) con la

libreria seqinr de R y Rstudio.
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2. Capitulo 2. Variables edaficas y emisiones de GEI:

impacto del manejo en cafa de azucar

2.1 Breve introduccion

El andlisis de suelos es un paso fundamental para caracterizar las condiciones
edaficas que influyen en la dindmica de las comunidades microbianas y los procesos
biogeoquimicos. En este estudio, se evaluaron parametros fisico-quimicos del suelo con
el objetivo de comprender su variabilidad bajo diferentes manejos agricolas y su relacion
con la microbiota del suelo. Se realizaron determinaciones de humedad, porosidad,
nitrato, nitrégeno inorgdnico, amonio) que proporcionan informacion clave para

interpretar los procesos microbianos en el suelo y su impacto en la emision de GEI.

2.2 Resultados

Para evaluar la relacion entre las propiedades fisico-quimicas del suelo y la
dindmica de emisiones de GEI, se realiz6 un andlisis de correlacion Pearson entre las
variables edaficas (humedad, porosidad, nitrato, nitrégeno inorganico, amonio) y los
flujos acumulativos de N,0O, CO, y CH, medidos a campo. A continuacion, se muestra el

grafico de correlaciones (Figura F05)
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Figura F05: Correlacion entre variables edaficas y emisiones de GEI. Los valores positivos
indican una relacion directa entre las variables: cuando un pardmetro se expresa, el otro también.
Los valores negativos reflejan una relacién inversa: el incremento en un valor se asocia a una
disminucién del otro. La magnitud del coeficiente (entre -1 y 1) representa la fuerza de la

asociacion.

Las correlaciones observadas en la figura anterior (Figura FO5), ademas de revelar
relaciones de interés entre variables, sirvieron de guia para orientar el analisis de los
tratamientos y factores. El objetivo en este punto era obtener una comprension inicial del
impacto de las practicas de manejo sobre las variables edaficas y de emisiones GEI. Para
ello se utilizaron modelos lineales para estimar la dependencia de las variables edaficas y
de emisiones GEI con respecto a las variantes de labranza y las de cosecha. A
continuacion, se presentan dos tablas con los hallazgos de relaciones entre variables
edaficas y de evolucion de GEI con respecto a la época del afio y el manejo. A modo de
resumen la Tabla T03 muestra las asociaciones con algunas variables edaficas

seleccionadas: amonio, nitrato, humedad y porosidad. Nitr6geno inorganico fue
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desestimado debido a la correlacion con el contenido de nitratos (0.99). Si bien la

correlacién entre porosidad y humedad fue alta, se decidié mantener ambas porque, por un

lado, el valor no es excesivamente alto, y por el otro son variables relacionadas pero que se

enfocan en propiedades de los suelos que no son idénticas.

Tabla T03: resultados para modelos de cada una de las variables edaficas

Variable edafica

p valor

Efecto significativo

Interpretaciéon

Amonio (NH, %)

0.2

no significativo

Los niveles de amonio no mostraron
variaciones atribuibles a los factores
estudiados.

Nitratos (NOs)

3.37x10°

época

Las concentraciones de nitrato
variaron entre las estaciones verano y
otofio siendo mayer su expresion en
otofio.

Humedad

0.0016

época

La humedad del suelo presento
cambios marcados entre las
estaciones verano y otofio siendo
mayor su valor en otofio.

Porosidad

0.000772

época

La porosidad del suelo presentd
cambios marcados entre las
estaciones verano y otofio siendo
mayor su valor en otoiio.

Respecto a la dinamica de GEI de CO,, CH4 y N,O, continuacién de muestra en

Tabla T04 el resumen de los resultados de los modelos desarrollados para dichas

variables.



Tabla T04: Resultados para los modelos de las variables de GEI
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GEI p valor Efecto Interpretaciéon
significativo
CO, 0.4 ninguno Las emisiones de CO, no mostraron patrones
significativos asociados a los factores evaluados.
CH, 0.00666 labranza Las emisiones de CH, variaron seguin el manejo
durante la siembra, con mayores emisiones en
labranza en franjas (LF)

0.00069 cosecha Las emisiones de CH, variaron seguin el manejo
durante la cosecha, con mayores emisiones en
cosecha convencional (CC)

NO 0.00018 época Las emisiones de N,O presentaron una clara
dependencia temporal siendo mayor la emision en
otoiio.
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3. Capitulo 3: Comunidades microbianas y su rol

funcional en la emision de GEI

3.1 Breve introducciéon

La cuantificacién de genes funcionales mediante qPCR permite vincular la
estructura microbiana con procesos biogeoquimicos clave, como la desnitrificacion
(genes nirK, nirS, nosZ) y la metabolizacion del metano (mcrA, pmoA). Estos genes
actian como marcadores de la capacidad potencial del suelo para emitir o mitigar GEI,
complementando los analisis de diversidad taxonomica.

En el capitulo anterior se observaron pocos cambios en las variables edéaficas y de
evolucion de GEI con respecto a las variaciones en el manejo. Ya que las variables
asociadas a la abundancia y actividad microbiana en los suelos suelen ser mas sensibles y
responder antes a cambios en el suelo, resulta de interés determinar si cambios en la
abundancia de grandes grupos microbianos y la abundancia de genes relacionados con la
produccion y consumo de GEI y el ciclado de nitr6geno muestran algtin tipo de asociacion
con los manejos. En este capitulo se muestran los resultados de qPCR para determinar la
abundancia relativa del gen 16S rRNA de procariotas, el 18S rRNA fungico, y genes clave
involucrados en el ciclo del nitrogeno y el metano, asi como los genes que codifican el
ARNr 16S (bacterias) y 18S (hongos). Se aborda especificamente el Objetivo 2 mediante:
(a) la cuantificacion de genes funcionales asociados a ciclos de N y CH,, y (b) la
comparacion de su abundancia relativa entre manejos agricolas y épocas (verano vs.

otofo).
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3.2 Resultados

3.2.1 Abundancias taxonomicas

La composicién microbiana general del suelo, cuantificada mediante qPCR de genes
marcadores taxonomicos (ARNr 16S para bacterias, 18S para hongos y arqueas), reveld

diferencias significativas entre épocas (verano vs. otofio) en los tres grupos analizados

(Figura F06).
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Figura F06: abundancia de Eubacteria (A), Hongos (B) y Arqueobacterias (C) en verano y otofio.
Los valores representan medias + error estandar, expresados en log10(copias de gen/g suelo)

Los tres grupos taxondmicos muestran variaciones con respecto a la época de
muestreo (verano - otofio): Bacterias y hongos son mas abundantes en otofio y las

arqueobacterias tienden a ser, en general, menos abundantes que hongos y bacterias.

3.2.2 Abundancia de eubacterias
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La abundancia de Eubacteria, cuantificada mediante qPCR del gen ARNr 16S
(primers: Eub338: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG y Eub518:
ATTACCGCGGCTGCTGG) expresada en log(copias)/g suelo, se analiz6 mediante un
modelo lineal aditivo que incluy6 como variables explicativas los tratamientos y la época

del ano. Los resultados del modelo se muestran a continuacién en Tabla T05

Tabla TO05: Abundancia de eubacterias cuantificada mediante qPCR del gen 16S rRNA
bacteriano, utilizando el modelo lineal mixto correspondiente para evaluar los efectos de labranza,

cosecha y época.

Variable | p valor Interpretacion

Labranza | 0.8975 | Los tratamientos de Labranza (LC - LF) no tuvieron
efecto detectable sobre la abundancia bacteriana.

Cosecha 0.0515 | Los tratamientos de cosecha (CC y CL) no tuvieron
efectos detectables sobre la abundancia bacteriana.

Epoca 0.0039 | La abundancia bacteriana fue significativamente mayor
en otoiio que en verano.

Para la abundancia de Eubacteria no se observa efecto de las variables de manejo,

y se confirma el efecto de la época del afio (Tabla T05).

3.2.3 Abundancia de hongos

La abundancia de hongos, cuantificada mediante qPCR del gen ARNr 18S
(expresada en log(copias)/g suelo), se evalu6 mediante un modelo lineal de efectos

principales e interacciones. A continuacion, se muestran los resultados en la Tabla T06



36

Tabla T06: Abundancia de hongos determinada mediante qPCR del gen 18S rRNA fiingico,

analizada mediante el modelo lineal mixto considerando los factores de labranza, cosecha y época.

Variable | p valor Interpretacion

Labranza | 0.0003 | Abundancia mayor para el tratamiento de Labranza
Convencional (LC).

Cosecha 0.0140 | Se observa una reduccion significativa de la
abundancia de hongos en la Cosecha convencional
(CC) por sobre la Cosecha Liviana (CL).

Epoca 0.0039 | La abundancia fue significativamente mayor en otoiio
que en verano.

3.2.4 Abundancia de arqueobacterias

La abundancia de arqueobacterias, cuantificada mediante qPCR del gen ARNr
16S (primers: Arch85F: CCGGTTGATCCTGCCGG, Arch313R:
TTATTACCGCGGCGGCTG) expresada en log(copias)/g suelo, se analizé mediante un
modelo lineal aditivo que incluyé como variables explicativas los tratamientos y la época

del afio. A continuacién, se muestran los resultados en la Tabla T07
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Tabla T07: Abundancia de arqueas estimada mediante qPCR del gen 16S rRNA arqueal,

evaluada con el modelo lineal mixto que incluye los efectos de labranza, cosecha y época.

Variable | p valor Interpretacion

Labranza | 0.00245 | Abundancia mayor para el tratamiento de Labranza
Convencional (LC).

Cosecha 0.03778 | Se observa una reduccion significativa de la
abundancia de arqueobacterias en la Cosecha Liviana
(CL) por sobre la Cosecha Convencional (CC).

Epoca 0.01593 | La época del afio tuvo efectos significativos sobre la
abundancia de arqueobacterias.

3.2.5: Analisis de la abundancia de genes funcionales medidas por gPCR

A continuacion, se muestra una figura (F07) de correlacion de genes funcionales y
GEI CH4, CO; Y N,O (ver seccion 1.1.3 de la introduccion)
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Figura F07: correlacién de GEI con los genes funcionales. Los valores positivos indican una

relacién directa entre las variables: cuando un parametro se expresa, el otro también. Los valores
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negativos reflejan una relacion inversa: el incremento en un valor se asocia a una disminucion del

otro. La magnitud del coeficiente (entre -1 y 1) representa la fuerza de la asociacion.

Los resultados de la matriz de correlacién (Figura FO7) revelan patrones clave
entre los genes funcionales y las emisiones de GEI, destacando mecanismos microbianos
coherentes con las vias metabolicas conocidas. La fuerte correlacion positiva entre mcrAy
CH, (0.70) es esperable por el rol central de este gen en la metanogénesis, ya que codifica
una subunidad de la metil-coenzima M reductasa, enzima critica en la produccién de
metano.

En el ciclo del nitrogeno, nirS presenté una correlacion baja y positiva con N,O (r
=0.12), sin implicancias funcionales evidentes. Por su parte, nosZ mostré una correlacién
positiva moderada con N,O (r = 0.27), lo cual sugiere que, en este caso, una mayor
abundancia potencial de reductasas de N,O no se tradujo en una mayor capacidad de
mitigacion de este gas. En contraste, amoA evidenci6 una correlacion negativa marcada
con N,O (r = -0.62), indicando que la abundancia de amonio-oxidantes no estuvo
asociada a un aumento de las emisiones, sino posiblemente a dinamicas mas complejas en
la transformacién de compuestos nitrogenados. Estos resultados ponen de manifiesto la
dificultad de establecer asociaciones directas entre genes funcionales individuales y flujos
de GE], resaltando la necesidad de un abordaje integrativo que considere multiples rutas
metabdlicas en paralelo.

Se realizaron y analizaron modelos para evaluar la abundancia de genes con
respecto al manejo agronémico y la época. A continuacién, se presenta la Tabla T08

donde se detalla lo encontrado.
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Tabla T08: resumen de los modelos de expresion de los genes funcionales. Correspondientes al

ciclo del Nitrogeno: nirK, nirS, nosZ y amoA. Correspondientes al ciclo del Carbono: pmoA y

mcrA.
Gen p valor Efecto Interpretacion
0.0017 Labranza | nirK muestra una abundancia significativamente menor en
Labranza en franjas (LF) que en Labranza convencional (LC)
nirk 0.0159 Cosecha | nirK muestra abundancia significativamente menor en
Cosecha convencional (CC) que en Cosecha Liviana (CL)
3.3*10° | Epoca nirK muestra una abundancia significativamente menor en
verano que en otoiio
N 0.0569 Labranza | no hay efecto significativo
I | hirs 0.0214 Cosecha | nirS muestra una abundancia significativamente menor en
T Cosecha convencional (CC) que en Cosecha Liviana (CL)
R ,
) 1.1*107 | Epoca nirS muestra una abundancia significativamente mayor en
G verano
E 0.1026 Labranza | no hay efecto significativo
N
o | nosz | 0.0527 Cosecha | no hay efecto significativo
1.3¥10"° | Epoca nosZ muestra una abundancia significativamente mayor en
verano
0.6250 Labranza | no hay efecto significativo
amoA | 0.8130 Cosecha | no hay efecto significativo
9.3*10° | Epoca amoA muestra una abundancia significativamente mayor en
otoiio
0.028 Labranza | pmoA muestra una abundancia significativamente mayor en
Labranza Convencional (LC) que en Labranza en Franjas
pmoA (LF)
C 0.012 Cosecha moA muestra una abundancia significativamente mayor en
p 8 V4
A Cosecha Liviana (CL) que en Cosecha Convencional (CC)
R
B 1.2*¥10* | Epoca pmoA muestra una abundancia significativamente mayor en
(0] otoiio
N
0 0.0183 Labranza | mcrA muestra una abundancia significativamente mayor en
Labranza convencional (LC) que en Labranza en Franjas (LF)
mcrA
0.0094 Cosecha | mcrA muestra una abundancia significativamente mayor en
Cosecha Liviana (CL) que en Cosecha Convencional (CC)
2.8%10° | Epoca mcrA muestra una abundancia significativamente mayor en
verano que en otoiio
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Con base en los resultados de las abundancias de la seccion 3.2, se observé que
bacterias y hongos responden a la época de muestreo y sumado a los resultados
presentados en la figura FO8 y tabla T08, se realizo un ordenamiento de la matriz de
abundancia de genes por muestra con la técnica de Analisis de Componentes Principales
(PCA), que se visualiza con un biplot, con las muestras coloreadas segun la época del afio
en que fueron tomadas (Figura F08). Se evidencia claramente un patrén de abundancia

temporal para los genes analizados.
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PCA: abundancia segun la época
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Figura F08: PCA de la abundancia de genes segun la época. En verano se expresan mas met_T1,

nosZ, nirS y mcrA mientras que, en otofo, se expresan pmoA, nirK, met_T2 y amoA.
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4. Capitulo 4. Analisis de la diversidad microbiana
del suelo: caracterizacion taxonomica y funcional

por amplicones y ADN total.

4.1 Breve introduccién

La integracion de los resultados de los capitulos anteriores sugiere que los
cambios en los manejos agronémicos se asocian a cambios en variables fisico-quimicas
del suelo, de evolucién de GEI y a variaciones en la abundancia de grandes grupos
microbianos (eubacterias, arqueas y hongos) y genes clave en la dindmica de GEI. En los
modelos estadisticos el efecto del manejo sobre la comunidad microbiana se mantiene al
controlar la variacién temporal, que es el modulador méas importante de la composicién de
la comunidad. Para caracterizar la diversidad microbiana del suelo y sus cambios con los
manejos agronémicos, se combinan los enfoques de secuenciacion de alto rendimiento
dirigidos al gen 16S rRNA y la secuenciacion metagendmica total. La primera técnica
permite analizar la abundancia a nivel taxonémico de género o mayor con buen nivel de
profundidad y a bajo costo. La segunda, con un costo mayor, permite agregar una
dimension funcional al andlisis. En primer lugar, se analizé la comunidad de eubacterias y
buena parte de la de arqueas mediante la amplificacién y secuenciacion de la region
hipervariable V3-V4 del gen 16S rRNA, lo que permitié estimar la diversidad alfa y beta
de las muestras y realizar asignaciones taxonomicas. En paralelo, la secuenciacién masiva
de ADN total nos permiti6 ensamblar genomas metagenémicos (MAGSs) y caracterizar
funcionalmente los microorganismos mas abundantes del suelo. Para ello, se implement6

una pipeline bioinformatica especifica que incluy6 controles de calidad, ensamblado de
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reads, binning y anotacion funcional de los genomas obtenidos. A continuacion, se
presentan los principales hallazgos derivados de estos analisis. En este capitulo se tratara
el objetivo 1: “Establecer si el manejo conservacionista modifica la diversidad de la
comunidad microbiana”. Es importante aclarar que debido a que estos analisis tienen un
caracter mas bien exploratorio dentro del marco de esta tesis, s6lo se analizaron muestras

tomadas en diciembre.

4.2 Resultados

4.2.1 Analisis de secuencias de amplicones del gen 16S rRNA

El conjunto de datos inicial contenia 2.053.203 de pares de secuencias paired-end.
Después del filtrado, eliminacién de ruido y consolidacién en secuencias tinicas con
DADA?2 se gener6 una tabla de abundancia por muestra para 12.010 features. La
clasificacion taxonomica de estos features mostr6 que a nivel taxonémico los phyla méas
abundantes fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,

Actinobacteria, Gemmatimonadetes y Verrucomicrobia.

4.2.1.1 Analisis de la biodiversidad alfa y beta de la comunidad

Para llevar a cabo los andlisis de diversidad alfa y beta sobre comunidades
uniformes, las abundancias se rarefaccionaron a 41.000 secuencias por muestra. Para el
analisis de diversidad alfa se consideraron el estimador de riqueza Chao y el indice de
diversidad de Simpson. La significancia estadistica se evalu6 mediante el método robusto
de Kruskal-Wallis. Sé6lo se detectaron diferencias significativas en el estimador de
riqueza Chao, que resulté mayor en las parcelas con labranza en franjas (p = 0.037). No se

observaron diferencias significativas entre los tratamientos planteados (LC-CC, LC-CL,
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LF-CC, LF-CL). A continuacion, se presenta una tabla (Tabla T09) con los resultados

obtenidos.

Tabla T09: indices de Chao y de Simpson. Los célculos no arrojaron diferencias significativas

entre los tratamientos.

Tratamiento Chao Simpson
1-LC-CC 1024,572 0.9982
2->LC-CL 1142.203 0.9983
3 - LF-CC 1181.4169 0.9984
4 - LF-CL 1256.1061 0.9984

Para el estudio de la diversidad beta se construyeron matrices de distancia para los
datos de composicion de las comunidades a nivel de features con las métricas Bray-Curtis
y Unifrac, que es una métrica de distancia entre comunidades que incluye en su célculo las
distancias filogenéticas entre features. En este caso también se observaron diferencias
significativas, usando el test de permutaciones Adonis, para el tipo de labranza (p =
0.013), pero solo para la matriz de distancia Unifrac.

Como una aproximacién extra al analisis funcional con los datos de secuenciacién
del rRNA 16S se utiliz6 PICRUST2 con su implementacion en qiime2 para inferir
anotaciones funcionales. Se derivaron datos de abundancia para 423 vias metabdlicas,
pero ninguna mostr6 diferencias asociadas a los manejos agronoémicos (datos no
mostrados).

A continuacion, se presenta un Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las

distancias Unifrac discriminada por tipos de labranzas en la Figura F09.
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PCoA de distancias Unifrac

i

S le Labranza convencional (LC)
Labranza en franjas (LF)

[ap]

D- — T

[a¥]

o

eje 2 (15.7%)
0.1

[ )
o |
5 ®
. [ ]
= @
OI' o
[ Y]
D' —]
1 [ .
| 1 | 1
-01 0.0 0.1 0.2

eje 1 (50.9%)

Figura F09: Andlisis de componentes principales derivado de la matriz de distancias Unifrac
entre comunidades. Las diferencias entre tipos de labranza son significativas con un P = 0.013.

Dado que el disefio experimental incluy6 cuatro combinaciones de tratamientos (LC-CC,
LC-CL, LF-CC y LF-CL), los analisis de diversidad beta se evaluaron tanto a nivel de
tratamientos combinados como de factores independientes. En este marco, el tipo de
labranza fue el tnico factor que mostro diferencias significativas con la métrica Unifrac
no ponderada (p = 0.013), mientras que no se detectaron efectos de la cosecha ni de la
interaccion. En consecuencia, los analisis diferenciales se enfocaron en el factor labranza,
agrupando las muestras en las dos categorias correspondientes (LC vs. LF) para evaluar

cambios en la abundancia relativa de géneros.
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Los features se agruparon a nivel taxonémico de género y se analizaron cambios
en su abundancia mediante tres enfoques estadisticos independientes —limma-voom
(Ritchie et al., 2015), DESeq2 (Love et al., 2014) y corncob (Martin et al., 2020)—,
implementados en R-Bioconductor. En total se identificaron doce géneros con
abundancias diferenciales entre tipos de labranza, pero tinicamente dos fueron detectados
de manera consistente por mas de un método: Flavobacterium, que result6 4.1 veces mas
abundante en las parcelas bajo labranza convencional, y Chthoniobacter, que fue 2.4
veces mas abundante en las parcelas con labranza en franjas. Estos valores corresponden a
abundancias relativas normalizadas dentro de cada tratamiento y refuerzan que el efecto

principal sobre la estructura de la comunidad se concentr6 en el factor labranza.

4.2.2 Andlisis de la secuenciacion masiva de ADN TOTAL

El andlisis de diversidad beta basado en la distancia Unifrac de los géneros
derivados de los features basados en las secuencias del rRNA 16S, indicé que las
comunidades se estructuraban diferencialmente segtin el tipo de labranza. Sin embargo, se
encontraron pocas diferencias a nivel de abundancia de géneros y de actividades
funcionales que puedan considerarse claves para explicar las variaciones en la estructura
de las comunidades. Es posible que las diferencias entre comunidades se expliquen, por la
sumatoria de pequefias variaciones en un grupo de taxones presentes en todas las parcelas,
entre los que se podrian ubicar aquellos mas abundantes. Para conocer mejor las
caracteristicas de los miembros mas abundantes de las comunidades, se realiz6 una
secuenciacion de ADN total a gran profundidad siguiendo la pipeline de la Figura F04,
con el objetivo de reconstruir genomas, anotarlos y obtener informacion preliminar sobre

posibles marcadores moleculares para seguimientos mas precisos a campo.
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4.2.2.1 Ensamblado

El ensamblado se realizo con Megahit y produjo un archivo FASTA con 1.041.898
contigs que fueron sometidos a una prueba de calidad con MetaQUAST, sobre todo para
determinar como se distribuyen los largos de los contigs. A continuacion, en la Tabla

T010 se muestran los valores arrojados mas relevantes.

Tabla T010: Resultados del andlisis de calidad de los contigs en MetaQUAST. N50 es la longitud
de contig que marca la mitad de la longitud de la muestra, es decir que la mitad de la muestra tiene
una longitud de al menos 1697-pb. E1 N90 nos indica entonces, que el 10% de los contigs tienen
una longitud de 1081-pb o mas. Un L50 indica la cantidad de contigs que hay de igual o mayor
tamafio que el N50, es decir que 299.913 contigs, tienen 1697-pb de longitud, o mas.

Anélogamente, el L90 nos indica que 863.886 contigs tienen una longitud de 1081-pb o mas.

Resultados del analisis de calidad de los contigs en MetaQUAST
Cantidad total de contigs 1.041.898 (100%)
Cantidad de contigs de longitud <5.000pb 1.013.368 (97.26%)
Cantidad de contigs de longitud >=5.000pb y <10.000 21.430 (2.06%)
Cantidad de contigs de longitud >=10.000pb 7.100 (0.68%)
Longitud del contig mas largo 120.370pb
N50 1.697pb
N90 1.081pb
L50 299.913 contigs
L90 863.886 contigs

4.2.2.2 Binning

El binning fue realizado con MaxBin2 y después de realizar el control de calidad
con CheckM se retuvieron aquellos bins con mas del 70% de completitud y menos del

30% de contaminacion (Tabla TO11).
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Tabla T011: Resultados del binning a partir del ensamble de contigs. Se indica el ntimero total de
bins obtenidos, asi como la cantidad y el porcentaje de aquellos con un nivel de completitud

superior al 70%.

Resultados del binning

Cantidad de bins obtenidos 374 (100%)

Cantidad de bins con mas del 70% de completitud 30 (8,02%)

4.2.2.3 Anotacién

Los contigs de cada uno de los bins se anotaron con EggNog para obtener en primer lugar
una anotacion fisica, es decir, las coordenadas de inicio y fin de los marcos de lectura
abierto que pueden corresponder con genes, y luego se anotaron funcionalmente. En
promedio el 71.7% de los marcos de lectura abierto descubiertos recibieron anotaciones
funcionales, dato que se observa a continuacion en la Figura F10.

La asignacion taxonémica de los MAGs retenidos (mas del 70 % de completitud y
menos del 30% de contaminacion) se realiz6 mediante el programa GTDB-Tk. La
mayoria de los MAGs recuperados se clasificaron dentro de los filos Proteobacteria y
Thaumarchaeota, lo que indica una comunidad dominada por bacterias tipicamente
asociadas al suelo y por arqueas amonio-oxidantes, respectivamente. Esta distribucion es
coherente con la alta participacion de estos grupos en los ciclos del nitrogeno en
ambientes edaficos aireados.

En cuanto a la clasificacion a nivel de género, muchos MAGs fueron asignados a
clados aun no descritos o mal caracterizados, lo cual es esperable en estudios
metagendmicos en ambientes complejos como el suelo. Entre los MAGs de alta calidad
no se identificaron secuencias correspondientes a los géneros Chthoniobacter ni
Flavobacterium, previamente detectados como diferenciales en los analisis de

secuenciacion del 16S rRNA. Esta discrepancia puede atribuirse a su baja abundancia
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relativa o a que sus secuencias no superaron los filtros de longitud y cobertura requeridos
para formar parte de los MAGs retenidos. Estos resultados refuerzan la necesidad de
complementar la metagen6mica con otras técnicas, como la secuenciacién de amplicones

y la qPCR, para una caracterizacion mas exhaustiva del microbioma del suelo.

. total . anotados
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Figura F10: Cantidad de genes totales encontrados y con coordenadas asignadas por bin (barras
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celestes), y cantidad de genes con al menos una anotacién funcional (barras marrones).

4.2.3 Busqueda de diversidad en la secuencia de proteinas funcionales en el
proteoma derivado del metagenoma.

Para complementar el andlisis de abundancia de genes funcionales obtenido
mediante qPCR, se explor6 la diversidad de las proteinas codificadas por dichos genes en
el proteoma derivado del metagenoma ensamblado. El objetivo de este andlisis fue
identificar si las proteinas funcionales, particularmente aquellas involucradas en procesos
clave como la desnitrificacién, la metanogénesis y la oxidaciéon de amonio, estaban
representadas en los contigs ensamblados y evaluar su diversidad estructural y

filogenética.



52

A partir del ensamblado metagendmico descrito en la seccién 1.3.5, se derivo un
conjunto de secuencias proteicas (proteoma) que representaban los marcos de lectura
abiertos predichos. Estas secuencias se utilizaron como consultas en un analisis
comparativo contra la base de datos Identical protein groups del NCBI, seleccionando
Unicamente aquellas proteinas que compartian una alta similitud con secuencias
funcionales bien caracterizadas en GenBank, RefSeq o SwissProt. La similitud fue
evaluada mediante alineamientos locales y globales, y los genes considerados incluyeron
mcrA, pmoA, amoA, nirK, nirS y nosZ.

El analisis revel6 que para los genes nirK, nirS, nosZ y amoA, fue posible
recuperar secuencias altamente similares en el metaproteoma, con alineamientos que
mostraron elevada identidad y cobertura. Esto permitio inferir que las funciones asociadas
a estos genes estaban representadas no sélo a nivel genético, sino también en la secuencia
codificante de las proteinas. En cambio, no se recuperaron secuencias funcionales
correspondientes al gen mcrA, ni siquiera con una tolerancia del 20% en el analisis de
aplicabilidad con PrimerSearch (EMBOSS suite). Esta ausencia podria explicarse por una
baja cobertura de arqueas metanogénicas (siendo poco abundantes) en el conjunto de
contigs o por limitaciones técnicas del ensamblado.

Para visualizar la diversidad de las proteinas detectadas, se construyeron arboles
filogenéticos a partir de las secuencias del metaproteoma alineadas con sus contrapartes
de referencia (ver Anexo). Estos arboles permitieron observar clados especificos
asociados a las muestras analizadas, asi como divergencias entre secuencias de campo y
aquellas reportadas en bases de datos. En algunos casos, como nosZ, se observaron
agrupamientos con secuencias derivadas de microbiomas de suelo, mientras que en otros,
como amoA, se detect6 una mayor similitud con secuencias de microbiotas asociadas a

ambientes mas especializados.
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Finalmente, este andlisis permiti6 no sélo confirmar la presencia de funciones
clave detectadas por qPCR, sino también estimar su diversidad y posibles adaptaciones.
La integracion de este enfoque con los datos obtenidos de abundancia funcional y
anotaciones por MAGs refuerza el valor del enfoque multi-6mico adoptado en este
trabajo, aportando evidencia convergente sobre la funcionalidad del microbioma del suelo

bajo distintos manejos agricolas.
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5. Capitulo 5: Discusiones y conclusiones

5.1 Efecto del manejo conservacionista sobre la diversidad

microbiana del suelo

En la hipotesis inicial 1 (seccion 1.2.2) se plante6 que la diversidad de bacterias y
hongos saprobios aumentaria bajo manejo conservacionista. Sin embargo, el analisis de
los resultados no mostr6 diferencias significativas en la composicién de la comunidad
microbiana del ensayo analizado en este trabajo (Tablas T05, TO6 y T09). En cambio,
dejando de lado los tratamientos y en base a los factores se observo una respuesta
diferencial al tipo de labranza en la riqueza total: fue mayor en parcelas con labranza en
franjas (LF) (seccion 4.2.1.1, p = 0.037). Ademas, se identificaron cambios diferenciales,
particularmente por el aumento de Chthoniobacter (2.4 veces mas abundante en LF que
en labranza convencional (LC)).

Este patron es congruente con los hallazgos de Moraes et al. (2019), quienes
reportaron que el rendimiento del cultivo de cafia de azticar mejora a largo plazo bajo
labranza minima, siempre que se mantenga una fertilizacion adecuada. Asi, el tipo de
labranza emerge como un modulador relevante de la comunidad microbiana del suelo,
posiblemente mas influyente que el manejo conservacionista en su conjunto. La ausencia
de diferencias significativas en la riqueza de la comunidad bacteriana global (Tabla T09)
podria deberse a una menor sensibilidad de estos microorganismos frente a perturbaciones
fisicas, en comparacion con los hongos saprobios, como se discutio en la seccion 3.2.3.

En resumen, el manejo conservacionista no genera cambios significativos en la
diversidad global de la comunidad microbiana del suelo, pero practicas puntuales como la
labranza en franjas si promueven aumentos en la riqueza bacteriana y en la abundancia

relativa de ciertos géneros.
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Resultados similares fueron observados por Moneda et al. (2022), quienes
analizaron comunidades microbianas de la rizosfera de cafia de azicar bajo manejo
organico y convencional. En ambos estudios, las practicas agricolas no generaron
cambios significativos en la diversidad microbiana global, pero si promovieron
modificaciones en la abundancia relativa de taxones especificos. Mientras que Moneda et
al. identificaron diferencias en géneros como Flavobacterium, Devosia y
Pseudonocardia, esta tesis detectd6 un aumento significativo en Chthoniobacter bajo
labranza en franjas. Si bien los taxones afectados no coinciden, ambos trabajos sugieren
que ciertas practicas de manejo —como el tipo de labranza o el sistema de produccion—
pueden modular selectivamente la composicion microbiana del suelo. Asimismo, en
ambas investigaciones se destaca la mayor sensibilidad de los hongos saprobios frente a
cambios de manejo, en comparacion con la relativa estabilidad de la comunidad
bacteriana global, lo que refuerza la necesidad de analizarlos por separado al evaluar el
impacto ecologico de las practicas agronomicas.

En esta tesis no se detectaron cambios significativos en la diversidad de hongos
saprobios entre los manejos evaluados. En cambio, la abundancia fingica si mostr6
efectos del manejo (Tabla T06): fue mayor bajo labranza convencional (LC) (p = 0.0003),
menor bajo cosecha convencional (CC) respecto de cosecha liviana (CL) (p = 0.0140) y
mayor en otofio que en verano (p = 0.0039). Esta respuesta puede explicarse por la menor
plasticidad de los hongos frente a cambios agrondmicos en comparacién con las bacterias,
y por sumayor sensibilidad a factores edaficos como el pH y la materia organica. En linea
con esta interpretacion, Hamonts et al. (2018) mostraron que las comunidades ftngicas
estan mas influenciadas por el compartimento de la planta (suelo, raices, hojas), la edad
del cultivo y el tipo de suelo, que por las practicas agricolas aplicadas. Ademas,

identificaron un core microbiota estable en el tiempo y entre parcelas, lo que refuerza la
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idea de que la estructura de la comunidad flingica se encuentra fuertemente determinada
por condiciones edaficas y ecoldgicas, mas que por el manejo agronémico.

Uno de los objetivos de este trabajo es evaluar si la conversién a un manejo mas
conservacionista impacta en la fraccion de la comunidad procariotica involucrada en la
dinamica de los gases de efecto de invernadero y si esos cambios se correlacionan con
cambios en la emision o consumo de estos gases (hipotesis 2 y 3, 1.2.2). Se propuso que el
manejo conservacionista altera la diversidad de microorganismos metanogénicos,
metanotroficos y desnitrificadores. Los resultados evidenciaron efectos significativos del
tipo de manejo sobre estos grupos bacterianos, resultando algunos mas sensibles al tipo de
labranza y otros al tipo de cosecha (Tabla T08). Esto implicaria que las practicas agricolas
afectan tanto la estructura microbiana como las vias metabdlicas predominantes.

En cuanto a los microorganismos metanogénicos, se observé una reduccién en la
abundancia del gen mcrA en sistemas conservacionistas. Contrario a lo esperado, las
parcelas bajo labranza en franjas (LF) presentaron una disminucion significativa de este
marcador clave de arqueas metandgenas, con mayores niveles en verano que en otofio
(Tabla T07).

En esta tesis se detectd6 un cambio en la composicion funcional de los
desnitrificadores asociado a la estacionalidad: nirK present6 un aumento significativo en
otofio, mientras que nirS disminuy6 en la misma estacion (Tabla T08). Esta sustitucion
funcional sugiere un cambio en las rutas metabdlicas utilizadas para la reduccion de nitrito
(NO,"), mas que una pérdida general de diversidad. Este patron puede estar vinculado a la
afinidad diferencial de los portadores de nirK 'y nirS por condiciones edaficas especificas:
nirK es mas frecuente en suelos bien aireados y con fluctuaciones redox, mientras que

nirS predomina en ambientes mas anaerobicos (Jones et al., 2013). En otofio, el aumento
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de la humedad edafica y las temperaturas moderadas podrian haber generado
microambientes oxigenados variables que favorecieron la expresion de nirK.

Este cambio funcional coincidi6 con un incremento en la abundancia de
eubacterias durante el otofio (seccion 3.1.3), lo que respalda la hipdtesis de que la
comunidad desnitrificante tuvo un rol activo en los picos de emisién de N,O registrados
en esa estacion (Capitulo 2). La mayor actividad de nirK en combinacion con condiciones
edaficas favorables puede haber potenciado la tasa de desnitrificacion parcial, generando
una acumulacion transitoria de N,O.

Por su parte, nosZ, gen que codifica la ultima etapa del proceso desnitrificante
(reduccion de N,O a N,), se mantuvo estable entre tratamientos. Esta estabilidad sugiere
que la capacidad funcional para reducir N,O no se vio comprometida, al menos desde un
punto de vista potencial. Este resultado es coherente con los hallazgos de Domeignoz-
Horta et al. (2015), quienes encontraron que el manejo conservacionista puede preservar
la abundancia de microorganismos con rutas de desnitrificacion completas.

Adicionalmente, la estructura del suelo podria explicar parte de los patrones
observados. La labranza convencional (LC) tiende a generar micrositios anaerébicos por
compactacion y pérdida de porosidad, mientras que la labranza en franjas (LF) conserva
una estructura mas aireada, limitando los habitats propicios para la metanogénesis. Esta
interpretacion es respaldada por Smith et al. (2018), quienes reportaron que una mayor
difusividad de gases en suelos no compactados reduce la actividad metanogénica al
favorecer condiciones aerobicas. En este trabajo, se observa que las arqueas
metanogénicas —marcadas por el gen mcrA— mostraron patrones estacionales mas
estables y menor abundancia bajo LF, lo que refuerza la idea de que responden
principalmente a condiciones redox especificas mas que a variaciones estacionales

amplias.
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Khan et al. (2023) describieron como la acidificacién edafica inducida por
practicas agricolas intensivas en cafia de azucar modifica la estructura microbiana del
suelo: se reduce la abundancia de Pseudomonadota (anteriormente Proteobacteria), un
filo que incluye bacterias fijadoras de nitrogeno y promotoras del crecimiento vegetal, y
aumentan Acidobacteriota y Actinomycetota, grupos adaptados a suelos acidos y con
menor disponibilidad de nutrientes (N, P). En los tratamientos LF y CL de este trabajo se
observd una variacién en la abundancia relativa del filo Pseudomonadota y del género
Acidothermus —un género acidodfilo dentro de Actinomycetota—. Si bien estos cambios
no fueron incluidos en la seccion de resultados, podrian estar vinculados con procesos de
acidificacion progresiva, en concordancia con lo reportado en otros agroecosistemas.
Aunque los taxones especificos que responden pueden diferir, el patron funcional
coincide con una pérdida de grupos promotores del crecimiento y una seleccién por
microorganismos tolerantes a pH bajo.

Mientras que los resultados ya expuestos indican que la labranza en franjas (LF)
no reduce la diversidad funcional de la comunidad microbiana, sino que selecciona grupos
especificos asociados a condiciones edaficas particulares —como mayor presencia de
genes nirK y nosZ bajo menor compactacién y aireacion favorable—, estudios previos
sugieren otros efectos del manejo intensivo. Por ejemplo, Dini-Andreote et al. (2015)
propusieron que las practicas agricolas intensivas tienden a homogeneizar las
comunidades microbianas, disminuyendo el rol de procesos estocasticos en favor de una
seleccion deterministica mas fuerte. En contraste, los datos de este trabajo sugieren que
LF preserva cierta heterogeneidad funcional al favorecer rutas metabdlicas distintas sin
perder diversidad global, lo que podria indicar una forma mas balanceada de ensamblaje

comunitario entre procesos estocasticos y deterministicos.



60

Mientras Dini-Andreote et al. (2015) sugieren que los manejos intensivos
homogenizan las comunidades, los resultados de este estudio indican que LF no reduce la
diversidad funcional, sino que selecciona grupos especificos segin condiciones fisicas y
quimicas. Por ejemplo, la menor compactacion favorece bacterias con nirK'y nosZ, pero
no a metanogenos ni a portadores de nirS.

En resumen, aunque el manejo conservacionista no genera cambios significativos
en la diversidad global de la comunidad microbiana del suelo, practicas especificas como
la labranza en franjas (LF) si inducen respuestas estructurales y funcionales diferenciales.
Estas respuestas incluyen un aumento en la riqueza bacteriana, una reconfiguracién en la
abundancia de genes clave del ciclo del nitrogeno y del metano, y un desplazamiento en la
composicion de taxones sensibles a condiciones edaficas. El patron observado sugiere que
LF promueve un ensamblaje comunitario determinado por filtros ambientales —como la
compactacion del suelo o la disponibilidad de oxigeno— que favorecen rutas metabolicas
especificas sin comprometer la diversidad funcional general. Asi, la implementacion de
practicas de manejo que preserven la heterogeneidad estructural del suelo podria ser una
via eficaz para modular las funciones microbianas del agroecosistema sin alterar
drasticamente su composicion. Esta evidencia refuerza la necesidad de evaluar las
practicas agricolas no s6lo por sus efectos productivos, sino también por su capacidad

para sostener la funcionalidad ecolégica del suelo a largo plazo.

5.2 Impacto en las emisiones de GEI en Sistemas de Cafia de

Azucar

Diversas investigaciones han identificado multiples fuentes microbianas de gases
de efecto invernadero (GEI) en sistemas de cultivo de cafia de aztcar, siendo el 6xido

nitroso (N,0) y el metano (CH,) los principales compuestos involucrados.
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Fuentes de N,0O

Las emisiones de N,O en cafia de azticar dependen de factores como la forma y
dosis de fertilizacion nitrogenada, asi como del manejo del suelo. Estudios como los de
Chalco Vera & Acreche (2018) y Chalco Vera et al. (2022) han demostrado que
fertilizantes como el nitrato de amonio generan mayores emisiones que la urea,
especialmente en las primeras 48 horas, debido a la nitrificacion en condiciones aerdbicas.
Ademas, encontraron que la combinacion de labranza convencional con cosecha liviana
tiende a incrementar las emisiones en comparacion con otros sistemas de manejo. Estos
antecedentes resaltan la relevancia de seleccionar practicas agronémicas adecuadas para
mitigar emisiones y, en linea con dichos antecedentes, los resultados de este trabajo
demuestran que las emisiones de N,O en cafa de aztcar estan fuertemente vinculadas a la

interaccion entre practicas de manejo y condiciones ambientales.

Fuentes de CH,

Chalco Vera & Acreche (2018) evaluaron emisiones de CH, en un mismo lote de
cafia de azucar en Tucuman (Argentina) durante tres ciclos consecutivos (2012-2015),
comparando sistemas con y sin quema de rastrojo, fertilizacion nitrogenada y un bosque
nativo como referencia. Reportaron flujos netos insignificantes en la mayoria de los
tratamientos, con emisiones puntuales asociadas a la combinacién de rastrojo no quemada
y fertilizacion nitrogenada, atribuidas al equilibrio entre metanogénesis y metanotrofia.

En suelos no inundados de cafiaverales, las condiciones aerdbicas limitan la
actividad metanogénica, mientras que la metanotrofia predomina en suelos bien aireados,

como se observo en el bosque nativo (con mayor porosidad y capacidad oxidativa). Este
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contraste es marcado frente a sistemas como arrozales, donde la saturacién hidrica
favorece la metanogénesis (Serrano-Silva et al., 2014).

Los resultados de este trabajo coinciden con los siguientes hallazgos: en verano,
las emisiones de CH, fueron cercanas a cero o negativas, sugiriendo que la metanotrofia
supera a la metanogénesis bajo alta temperatura y baja humedad. Esto refuerza la
importancia de evitar la compactacion —comun en cafaverales por el trafico de

maquinaria— para preservar la estructura porosa y la capacidad oxidativa del suelo.

Factores climaticos

Los factores climaticos emergieron como los principales moduladores de la
variabilidad en las emisiones de GEI, superando incluso el efecto de los tratamientos de
manejo evaluados. La estacionalidad (otofio vs. verano) mostr6 un impacto mas
pronunciado que las practicas agronomicas, tanto en la estructura de las comunidades
microbianas como en los flujos de gases.

La revision de Basheer et al. (2024) identifica la temperatura y la humedad del
suelo como variables criticas que explican hasta el 74% y 86% de las emisiones de N,0O,
respectivamente, en sistemas agricolas. Estos hallazgos coinciden con los patrones
observados en este estudio: durante el otofio, el aumento de la humedad edafica y la
concentracion de nitratos (Capitulo 2) crearon condiciones ideales para la
desnitrificacion, amplificando las emisiones de N,O. En contraste, las condiciones secas
del verano suprimieron estos flujos.

La interaccion entre disponibilidad de sustrato (NO,;) y microambientes
anaerébicos —generados por la saturacion hidrica— explica los picos de N,O en otofio.
Sin embargo, como sefialan Basheer et al. (2024), estos procesos son altamente sensibles

a cambios abruptos en humedad, como los eventos de lluvia posteriores a sequias, que
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pueden disparar emisiones episodicas no capturadas en muestreos puntuales. Esto sugiere
que nuestras mediciones, aunque validas para comparaciones relativas, podrian
subestimar los flujos acumulados a escala temporal.

En sistemas cafieros, el clima no solo regula las emisiones, sino también la
productividad. Linnenluecke et al. (2018) destacan que el cambio climatico exacerba la
variabilidad en rendimientos debido a estrés hidrico y fluctuaciones térmicas, un
fenomeno documentado en Brasil por Marin & de Carvalho (2012), donde las
oscilaciones en precipitacion y temperatura explicaron el 43% de la eficiencia productiva

del cultivo.

5.3 Enfoque multi-6mico en los estudios de microbiomas del

suelo

Los analisis basados en la secuenciacion de amplicones del gen 16S rRNA y los
enfoques funcionales evidenciaron que la comunidad de procariotas respondié de forma
diferencial a los manejos agronémicos evaluados. La secuenciacion profunda del gen 16S
rRNA permiti6 identificar cerca de 12.000 features, agrupadas en 477 géneros, de los
cuales 276 presentaron abundancias suficientes para realizar andlisis diferenciales entre
tratamientos.

El abaratamiento de los estudios de amplicones en los ultimos afios favorecié su
aplicacién a mayor profundidad por muestra. En este trabajo, se combind esta estrategia
acompaiiada de la inferencia funcional con PICRUSt2, con el anélisis de secuenciacion de
ADN total. Este abordaje permitio recuperar abundancias elevadas para la mayoria de las
rutas metabélicas inferidas, y también analizar en detalle la diversidad de algunos genes
funcionales de interés. A su vez, la cuantificacion de genes individuales mediante qPCR

complementé los andlisis anteriores al permitir detectar con alta sensibilidad funciones
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microbianas clave vinculadas a la produccion y mitigacion de gases de efecto
invernadero. La comparacion entre métodos mostré que s6lo un subconjunto de genes
funcionales habria variado en respuesta a los tratamientos, en concordancia con los
patrones observados en la composicion taxonémica.

Si bien algunos enfoques actuales priorizan la metagenémica total por sobre los
estudios de amplicones, los resultados de este trabajo indican que, al alcanzar una
profundidad adecuada, la secuenciacion del 16S rRNA permite relevar una diversidad
taxondmica considerable con menor demanda computacional y financiera. Sin embargo,
si se desea llevar a cabo un analisis funcional mas profundo, sera necesario incluir
técnicas cuantitativas como la qPCR y de secuenciacion de ADN total. En nuestro caso, se
integra la informacion de los estudios de amplicones para orientar el ensamblado de ADN
total hacia la recuperacion de genomas derivados de metagenomas (MAGs), focalizando
la busqueda de contigs y MAGs relevantes.

Una estrategia alternativa —la secuenciacion individual de cada una de las doce
parcelas— habria requerido una inversion sustancialmente mayor y un tratamiento
computacional mas complejo para lograr comparabilidad estadistica. En cambio, el
enfoque integrador aplicado permiti6 conservar la resolucion funcional con un disefio mas
eficiente.

El ensamblado de ADN total mostr6 que la mayoria de los contigs recuperados
tenian una longitud inferior a 5000 pb. Aunque estas longitudes no resultan ideales, dada
la alta compactacion de los genomas procariotas, se logrdé conservar informacion
funcional relevante. El analisis de binning revel6 que solo el 8% de los MAGs generados
alcanzd los umbrales de calidad (alta completitud y baja contaminacion), lo cual
representa una limitacion frecuente en ambientes edaficos complejos. A pesar de la baja

proporcién de MAGs de alta calidad recuperados, se explor6 la presencia de genes
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funcionales previamente cuantificados por qPCR dentro de estos genomas parciales. Sin
embargo, no se identificaron secuencias correspondientes a nirK, nirS, nosZ, amoA, mcrA
ni pmoA dentro de los MAGs filtrados. Esto sugiere que los microorganismos portadores
de estos genes pueden encontrarse en fracciones no ensambladas o en contigs descartados
por su baja longitud o cobertura.

Cabe destacar, no obstante, que al analizar el proteoma derivado del metagenoma
ensamblado, si se recuperaron secuencias proteicas altamente similares a las
correspondientes a nirK, nirS, nosZ y amoA, lo que indica que estas funciones clave
estaban representadas a nivel codificante, incluso si no formaban parte de MAGs
completos. La comparacion con la base de datos Identical protein groups del NCBI
permitio confirmar estas coincidencias funcionales y visualizar su diversidad filogenética
mediante arboles construidos a partir de alineamientos con proteinas de referencia. En
cambio, no se identificaron secuencias confiables para mcrA, en concordancia con los
resultados de qPCR y de los MAGs, lo que sugiere una baja presencia de arqueas
metanogénicas en las muestras analizadas. Esta convergencia metodoldgica refuerza la
interpretacién de que las condiciones del suelo no favorecieron el desarrollo de
comunidades metanogénicas activas. En conjunto, estos hallazgos resaltan la utilidad de
integrar herramientas complementarias —como la qPCR, la secuenciacion de 16S rRNA
y el analisis proteémico— para caracterizar la funcionalidad microbiana en suelos
agricolas, especialmente cuando las limitaciones del ensamblado impiden Ila
reconstruccion de genomas completos.

El andlisis de taxones diferenciales derivados de los amplicones del gen 16S
rRNA mostré que los géneros Flavobacterium y Chthoniobacter presentaron abundancias
diferenciales segun el tipo de labranza. Lamentablemente entre los MAGs seleccionados

no se identificaron genomas asignables a ninguno de estos dos géneros, algo que nos
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podria haber permitido investigar sus genomas para encontrar las razones de ese
comportamiento diferencial. Esto puede atribuirse a que estos géneros no estaban entre los
mas abundantes de la comunidad. Este hallazgo refuerza la utilidad de combinar multiples
aproximaciones. Si bien la secuenciacién de amplicones presenta ciertos sesgos y se
restringe a una region especifica del 16S rRNA, permite alcanzar una cobertura
taxondmica mas robusta cuando se realiza a alta profundidad.

La pipeline empleada incluy6 muiltiples etapas con parametros configurables en
cada paso. Las decisiones tomadas durante esa configuracion pueden influir
sustancialmente en el tipo y la calidad de la informacion obtenida. Por ello, se recomienda
un uso critico de cada herramienta y la implementacion sistematica de controles de
calidad.

En el andlisis funcional a partir de Open reading frames (ORFs) no se
identificaron secuencias confiables para mcrA, en concordancia con los resultados de
gPCR, lo cual sugiere una baja presencia de arqueas metanogénicas en las muestras
analizadas. Este resultado fue consistente entre metodologias, ya que tampoco se detecto
la secuencia codificante de mcrA mediante qPCR, ni se encontraron secuencias relevantes
dentro de los ORFs o contigs anotados. Esta coincidencia refuerza la interpretacion de que
las condiciones del suelo en los tratamientos evaluados no favorecieron el desarrollo de
comunidades metanogénicas activas, probablemente por la buena aireacion del perfil y la
ausencia de zonas persistentemente anoxicas. Este abordaje integrador refuerza los
hallazgos previos y proporciona validacion cruzada entre niveles taxonomicos y
funcionales. Al comparar las funciones inferidas mediante PICRUSt2 a partir de
secuencias 16S rRNA con las anotaciones obtenidas a partir de ORFs (eggNOG-mapper),
se observaron coincidencias generales en rutas metabolicas clave, como la

desnitrificacion y la oxidacion de metano. En este punto es importante considerar que las
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asignaciones funcionales que hace PICRUSt2 dependen de la disponibilidad de genomas
anotados cuyos genes 16S rRNA sean similares a los presentes en la muestra bajo analisis.
Esto puede introducir sesgos basados en la seleccion de genomas usados para su base de
datos, y en la posibilidad de errores al transferir anotaciones entre amplicones similares,
pero pertenecientes a genomas que han divergido en otras secuencias, Ademas, la
resolucion ofrecida por las anotaciones de ORFs fue mayor al permitir la visualizacién
directa de variantes proteicas especificas. Existe entonces una complementariedad entre
ambos resultados en cuanto a precision y profundidad que destaca el valor del enfoque
multi-6mico, ya que cada técnica aporta una escala distinta de analisis: inferencia
estadistica a partir de filogenia en un caso, evidencia directa basada en secuencias

codificantes en el otro.

5.4 Contrastacion de hipotesis

La hipotesis 1 postulaba que la diversidad de bacterias y hongos saprobios
aumentaria bajo manejo conservacionista, como resultado de una menor remocién del
suelo y una mayor retencion de humedad en comparacion con el manejo convencional.
Esta hipotesis se acepta parcialmente. En el caso de las bacterias, los analisis de
diversidad alfa mostraron un aumento significativo de la riqueza bajo labranza en franjas
(LF) (seccién 4.2.1.1), particularmente asociada a una mayor abundancia relativa del
género Chthoniobacter. Asimismo, el analisis de diversidad beta evidenci6 diferencias
significativas en la composiciéon comunitaria entre tipos de labranza segtin la métrica
Unifrac, lo cual sugiere una estructuracion diferencial asociada a las condiciones edaficas
inducidas por el manejo conservacionista. No obstante, estas diferencias no se observaron
al considerar el esquema de manejo completo (combinaciones de labranza y cosecha), lo

que indica que la labranza, mas que el manejo como categoria compuesta, fue el factor
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determinante en la respuesta bacteriana. En contraste, los hongos saprobios no mostraron
diferencias significativas en su diversidad global frente a los tratamientos evaluados. La
abundancia de secuencias fungicas en el ADN total fue baja. Sin embargo, los resultados
disponibles sugieren una mayor estabilidad de la comunidad fingica frente a las
variaciones de manejo agronoémico. En resumen, la hipdtesis se confirma para las
bacterias, al observar un incremento en riqueza y diferencias de composicion asociadas a
la labranza en franjas, pero no se confirma para los hongos saprobios, cuya diversidad
aparenta ser menos sensible a los cambios de manejo evaluados.

La hipdtesis 2 proponia que la diversidad de microorganismos funcionales
asociados al ciclo del nitrogeno y del carbono se modifica con el manejo
conservacionista del cultivo de cafia de azticar, esperandose un cambio en la abundancia
relativa de grupos funcionales como metandgenos, metanotrofos y desnitrificadores en
funciodn del tipo de labranza y cosecha. Esta hipotesis se acepta parcialmente. Los analisis
funcionales basados en la cuantificacion por gPCR mostraron cambios significativos en
algunos genes marcadores: mcrA (arqueas metanogénicas), nirK, nirS y nosZ
(desnitrificadores), y amoA y pmoA (oxidacion de amonio y metano, respectivamente). En
particular, se observé una disminucion significativa de mcrA bajo labranza en franjas
(LF), lo cual sugiere una reduccion de la actividad metanogénica en suelos menos
compactados y mas aireados. Esta observacion fue coherente con el resultado negativo en
la deteccion de mcrA en contigs, MAGs y ORFs, lo que indica una baja presencia de
arqueas metanogénicas. En el caso de los desnitrificadores, se observé un aumento de
nirK y una disminucién de nirS durante el otofio, asociado a un aumento de la humedad
edafica y la disponibilidad de nitratos, lo cual sugiere un cambio en la via metabdlica de
reduccion de nitrito hacia una dominancia de organismos portadores de nirK, tipicamente

mas adaptados a ambientes oxigenados con condiciones redox variables. El gen nosZ, en
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cambio, se mantuvo estable entre tratamientos, lo cual indica una capacidad funcional
conservada para reducir N,O a N,, y sugiere que los manejos conservacionistas no
comprometen esta etapa clave para mitigar emisiones. Los analisis derivados del
metagenoma y del proteoma teérico confirmaron la presencia y diversidad de los genes
nirK, nirS, nosZ y amoA, lo cual valida su relevancia funcional. En cambio, mcrA no se
recuperé en ninguna plataforma, reforzando su escasa abundancia. Es por esto que
hipotesis 2 se valida parcialmente: se observa una modificacion significativa en la
diversidad funcional de ciertos grupos, pero no de manera uniforme ni sistematica.

La hipdtesis 3 planteaba que la diversidad funcional de la comunidad microbiana
relacionada al ciclo del nitrégeno y del carbono impacta sobre la dindmica de los gases
de efecto invernadero (GEI), particularmente CH, y N,O. Es decir, se esperaba que los
cambios en la abundancia de genes funcionales microbianos se correlacionaran con los
flujos medidos de CH, y N,O en campo. Esta hipotesis se acepta parcialmente, ya que se
evidenciaron asociaciones plausibles entre la abundancia de genes funcionales y los
patrones de emision de gases, aunque con ciertas limitaciones metodologicas y espaciales.
Durante el otofio, se observo un aumento en la abundancia del gen nirK y un descenso de
nirS, lo que sugeriria una reestructuracion en las rutas de desnitrificacion. Esta
reorganizacion metabolica coincidi6 con mayores emisiones de N,O, observadas en la
misma estacion. Este resultado respalda la idea de que los microorganismos
desnitrificantes con nirK podrian estar mas activos bajo condiciones de humedad y
disponibilidad de NO,~, favoreciendo una desnitrificacion parcial con acumulacion
transitoria de N,O. Asimismo, la abundancia de nosZ se mantuvo estable, lo que indica
que la etapa de reduccién de N,O a N, no estuvo limitada funcionalmente, aunque no
necesariamente fue suficiente para contrarrestar los picos de emision registrados.

Respecto del metano (CH,), la baja abundancia de mcrA —tanto en qPCR como en
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MAGs, ORFs y contigs— sugiere una limitacion en la actividad metanogénica, lo cual fue
consistente con las emisiones cercanas a cero o incluso negativas registradas en verano.
La hipétesis 4 proponia que el manejo conservacionista modifica la abundancia
de genes funcionales vinculados a los procesos de metanogénesis, metanotrofia y
desnitrificacion, en comparacion con el manejo convencional. Es decir, se esperaba
detectar cambios cuantificables en genes como mcrA, pmoA, nirK, nirS, nosZ y amoA
asociados al tipo de labranza y cosecha. Los resultados obtenidos permiten aceptar esta
hipétesis, ya que se detectaron cambios significativos en la abundancia de varios de estos
genes como respuesta al tipo de manejo: el manejo conservacionista afecta selectivamente
la abundancia de genes funcionales clave, particularmente mcrA y nirK, lo que evidencia
una modulacion de las rutas metabolicas microbianas por efecto del tipo de labranza y

cosecha.

5.5 Conclusiones generales

Este trabajo demostré que los distintos manejos agronémicos aplicados durante la
implantacion y cosecha de cafia de azticar afectan la diversidad y funcionalidad de las
comunidades microbianas del suelo, aunque estos efectos no siempre se reflejan en
diferencias significativas en todas las escalas observadas. Se observé que el tipo de
labranza, en particular la labranza en franjas, ejerci6 una influencia mas marcada sobre la
estructura microbiana que el esquema general de manejo conservacionista.

En términos de diversidad, la riqueza microbiana aumenté en parcelas con
labranza en franjas, destacandose la mayor abundancia del género Chthoniobacter,
mientras que la labranza convencional favoreci6 a Flavobacterium. No se registraron
diferencias significativas en la abundancia general de hongos, lo cual podria explicarse

por su mayor dependencia de factores intrinsecos del suelo y de la planta. Se debe
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mencionar que no se analiza la comunidad fiingica a nivel de amplicones y la presencia de
secuencias fungicas en los analisis de secuenciacion de ADN total, fue baja.

Desde una perspectiva funcional, los genes asociados a procesos clave del ciclo
del nitrogeno y del carbono —nirK, nirS, nosZ, amoA, pmoA y mcrA— mostraron
variaciones significativas, principalmente relacionadas con los factores de labranza,
cosecha y época del afio. En particular, se observo una menor abundancia del gen mcrA
bajo manejo conservacionista, lo que sugiere una reduccion de la metanogénesis en suelos
menos perturbados. Asimismo, las variaciones en nirK y nirS indicaron una
reestructuracion de las vias de desnitrificacion asociada a condiciones edaficas inducidas
por el manejo.

En conjunto, los resultados subrayan la utilidad de adoptar un enfoque multi-
omico para comprender como los sistemas de manejo agricola modelan la estructura y
funcionalidad del microbioma del suelo. La integracion de técnicas como la
secuenciacion de amplicones del gen 16S rRNA, la metagenémica total y la
cuantificacién de genes funcionales por qPCR permiti6 identificar patrones diferenciales
de respuesta microbiana tanto a nivel taxonémico como funcional.

Sin embargo, se reconocen las limitaciones de la secuenciacion basada en
amplicones, entre ellas el sesgo introducido por los primers, la amplificacion diferencial
entre taxones y la resolucion taxondmica restringida, en especial a nivel de especie o cepa.
En este sentido, la incorporacion futura de tecnologias de secuenciacion de lectura larga
—como las ofrecidas por Oxford Nanopore o PacBio— permitiria superar estas
limitaciones al posibilitar la lectura completa del gen 16S o incluso de operones
completos, mejorando la resolucion taxonémica y la integracion con datos funcionales.

El uso combinado de estas técnicas puede optimizar recursos en estudios

microbioldgicos del suelo. Mientras que la secuenciacion de ADN total proporciona un



72

panorama integral, pero requiere mayores recursos computacionales y financieros, el
analisis de amplicones a alta profundidad —cada vez mas accesible— permite una
caracterizacion taxonomica sensible que puede guiar eficazmente analisis funcionales o la
reconstruccion de MAGs. Por su parte, la qPCR aporta una herramienta especifica,
precisa y de bajo costo para validar hip6tesis funcionales concretas.

Esta sinergia metodologica, aplicada estratégicamente, permite obtener resultados
robustos con un uso racional de los recursos disponibles. En contextos con limitaciones
presupuestarias o logisticas, el enfoque multi-6mico no solo representa una mejora
técnica en calidad y profundidad de analisis, sino también una estrategia costo-eficiente

para la evaluacion de la diversidad microbiana en agroecosistemas.

5.6 Perspectivas futuras

Los hallazgos de este trabajo abren multiples lineas de investigacién orientadas a
profundizar en la comprension de las comunidades microbianas del suelo en sistemas
agricolas subtropicales. Una primera direccién posible consiste en ampliar la escala
temporal de los muestreos, incorporando campafias multianuales que permitan evaluar la
dindmica del microbioma en funcién del envejecimiento del cultivo de cafia de azicar y
de la sucesién de socas. Este enfoque permitiria analizar patrones de resiliencia o deriva
en la estructura y funcionalidad microbiana bajo distintas intensidades de manejo.

Por otro lado, la incorporacion de un mayor nimero de réplicas biolégicas, asi
como de muestreos independientes por combinacion de tratamiento, mejoraria
sustancialmente la potencia estadistica, especialmente en estudios de metagenémica total.

Esto habilitaria comparaciones mas robustas entre parcelas, permitiria identificar MAGs
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diferenciales con mayor confianza y posibilitaria la aplicacion de pruebas estadisticas mas
exigentes sobre genes o rutas metabolicas especificas.

La utilizacion de tecnologias de secuenciacion de tercera generacion representa
otra via de mejora sustancial. Estas tecnologias podrian aumentar la resolucion de los
ensamblados y facilitar la recuperacion de genomas microbianos mas completos, aspecto
clave para comprender las funciones ecologicas y metabdlicas del microbioma del suelo.
A su vez, el desarrollo de bases de datos mas especificas para suelos subtropicales
contribuiria a una mejor asignacion taxonémica y funcional, y al descubrimiento de
biomarcadores aplicables al monitoreo ambiental y al disefio de practicas agricolas
sustentables.

Finalmente, una linea de trabajo especialmente prometedora involucra el estudio
detallado de las asociaciones funcionales entre microorganismos que coexisten en el
suelo. Si bien este estudio sugiere la presencia de consorcios microbianos implicados en
procesos como la desnitrificacion o la metanotrofia, sera necesario disefiar experimentos
especificos que permitan validar estas interacciones. Entre ellos se destacan los estudios
de co-cultivo, los analisis de expresioén génica bajo condiciones controladas y el uso de
enfoques de redes de co-ocurrencia aplicadas a datos metagenomicos de mayor
profundidad y mayor cantidad de muestras. También serian de gran utilidad en situaciones
experimentales, como la presentada en este trabajo, la aplicacion de técnicas de meta-
transcriptomica, ya que permitiria evaluar cuales son los genes mas activos entre los que
se detectan por metagenomica. Como contraparte, debe mencionarse el mayor costo y
complejidad de trabajo de laboratorio de estas metodologias. Comprender con mayor
precision estas asociaciones permitiria avanzar hacia modelos mas integrales de

funcionalidad microbiana, en los que se incluyan tanto los taxones directamente
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responsables de un proceso como aquellos que actian como moduladores o facilitadores

de las rutas metabdlicas relevantes.
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8:05 k127 7748156 5

Figura A2. Arbol filogenético de secuencias anotadas como nosZ en el metaproteoma
ensamblado, comparadas con secuencias de referencia funcional del grupo Identical protein
groups (NCBI). Las secuencias que comienzan con “k” son las propias y el resto del NCBI.
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WP 085769855
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WP 348025835
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WP 045226820

‘WP 169603488

0.05 WP 010961050

Figura A3. Relacién filogenética de secuencias identificadas como amoA en el metaproteoma,
comparadas con secuencias de referencia funcional del grupo Identical protein groups (NCBI).
Las secuencias que comienzan con “k” son las propias y el resto del NCBI.
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Tabla Al: datos individuales de las variables que corresponden a la Tabla T02, T03, T05, TO06,

TO7 y TO8.
¥ 165/18S genes
ID  |tratamiento |epoca rnalés | hongos | arquea nirk. nirs nosZ amoA mcrA pmoA met_T1 met_T2
M1 [LC+CC Diciembre | 5,50E+14| 3,53E+14 (4 46E+14|1,47E+14| 1.20E+07|3,14E+14| 4 20E+14|1 40E+14|5,62E+14| 3,85E+14| 128E+14
M2 |LC+CC  |Diciembre [2,60E+14| 7,34E+14(8,34E+14|1,81E+14| 2,22E+14|1,71E+14| 1,10E+14|4,09E+14|1,64E+13| 9,14E+14| 4,05E+14
M3 [LC+CC Diciembre | 7,02E+14( 7,12E+14(6,70E+14|1,05E+14| 1.61E+14|9,93E+14| 6,36E+13|3,13E+14|1,25E+14| 7,94E+14| 181E+14
M4 |LC+CL Diciembre |5,79E+14| 6,21E+14(5,97E+14|3,68E+14| 8 46E+14|9,71E+14| 161E+14|1,62E+14|648E+14| 2,58E+14| 1,39E+13
M5 |LC+CL Diciembre | 1,01E+09 | 1679740.8[974830.4 | 2,91E+07 | 1.37E+07|1,35E+06| 1,51E+14pP52227.52008910.08| 5,71E+07| 2,62E+08
M6 |LC+CL Diciembre |4,03E+14| 1,65E+14|2,04E+14|6,64E+14 | 9,69E+14|8,93E+14| 331E+14|3,31E+14|1,32E+14| 444E+14| 2,02E+14
M7 |LF+CC Diciembre | 1,07E+14 | 6,40E+14(6,56E+14|2,03E+14| 555E+14|7 42E+14| 1 49E+14|2 22E+13| 1, 46E+14| 4,92E+14| 135E+14
M8 |LF+CC Diciembre | 1,01E+14| 6,14E+14 (7 96E+14|3,68E+14| 1. 18E+14|1,17E+14| 2,18E+14|1 43E+14|5,71E+14| 3,18E+14| 2,00E+14
Mg |LF+CC Diciembre | 2,05E+14| 6,26E+14|7,25E+14|7,22E+14 | 3,18E+14|2,82E+14| 1 49E+14|1,14E+14|4,57E+14| 8,35E+14| 279E+14
M10 [LF+CL Diciembre | 1,46E+14| 2,38E+13(3,32E+14|5,23E+14| 1.33E+14|1,63E+14| 3 74E+14|3,19E+14|1,28E+13| 5,24E+13| 3,12E+14
M11 [LF+CL Diciembre |4,12E+08| 853E+14(8,99E+14|1,81E+14| 3,94E+14 |4, 74E+14| 9.14E+13|7,72E+14|3,09E+14| 1,22E+14| 6,95E+14
M12 [LF+CL Diciembre | 7,67E+14| 1,16E+14(1,75E+14|2,98E+14| 3,57E+14|4,88E+14| 7 38E+13|2,02E+14|8,10E+14| 2,62E+13| 7.61E+14
M1 (LC+CC Marzo 2,70E+14| 1,39E+14|3,08E+13|1,26E+14 | 4,53E+14|1,62E+14| 1,26E+13|3,46E+13|1,26E+13| 8,96E+14| 5.33E+14
M2 [LC+CC Marzo 4,28E+14| 3,17E+14|1,11E+14 |4,50E+14 | 4,53E+14|3,88E+14| 1 00E+15|6,82E+14(1,00E+15| 9,80E+14| 5,13E+14
M3 |LC+CC  |Marzo  [477E+13| 1.25E+14[5,07E+14|2,94E+14| 2,32E+14| 6,68E+14| 7.45E+14|1,81E+14|7.45E+14| 7.76E+14| 4,14E+14
M4 |LC+CL Marzo 1,48E+14| 9,00E+14|8,62E+14|1,82E+14| 2,00E+14|2,85E+14| 4 84E+14|532E+14 (4 84E+14| 4,26E+14| 233E+14
M5 |LC+CL Marzo 2,53E+13| 1,49E+14|5,15E+14|2,51E+14 | 2,56E+14(2,25E+14| 9,81E+13|6,809E+14|9,81E+13| 3,61E+14| 344E+14
M6 |LC+CL Marzo  |2,37E+14| 1,49E+14|558E+14|2,25E+14 | 2,90E+14|4,15E+14| 9 50E+14|349E+14|9,50E+14| 525E+14| 545E+14
M7 |LF+CC Marzo 2,13E+14| 5,67E+14|1.11E+14|1,51E+14 | 1,75E+14|1,80E+14| 6,08E+14|4,07E+14|6,08E+14| 3,45E+14| 3.16E+14
Mg |LF+CC Marzo 2,76E+14| 1,18E+14(1,10E+14|5,27E+13| 2,00E+14|3,49E+14| 9,08E+14|2,85E+14|0,08E+14| 6,31E+14| 510E+14
M9 |LF+CC Marzo 3,12E+14| 8,37E+14|2,56E+14|3,49E+14| 2,70E+14|5,13E+14| 9,94E+14|7,68E+13|9,94E+14| 6,11E+14| 6,23E+13
M10 [LF+CL Marzo 4,29E+14| 843E+13|2,98E+14|1,38E+14 | 2,13E+14(2,29E+14| 7,22E+14|2,83E+14|7,22E+14| 5,95E+14| 4,38E+14
M11 [LF+CL Marzo 2,36E+14| 6.70E+14|1,76E+06|1,31E+14| 1,17E+14|1,44E+14| 6,53E+14|5,04E+14|6,53E+14| 1,96E+14| 2.02E+14
M12 [LF+CL Marzo 3,58E+14| 4,63E+14|3,96E+13|1,34E+14 | 2,87E+14|7,89E+14| 9 50E+06|1,49E+14|950E+06| 3,42E+14| 255E+14
Edaficas GEI
ID |tratamiento |epoca N_amo |N_nit Ninorg (peso_sec|h_grav porosidaq CO2 CH4 N2O
M1 |LC+CC Diciembre | 6,75E+13| 4,05E+14 (1,08E+14|8,29E+14| 2,06E+14(5,28E+14| 1,36E+14|1,89E+14|3,93E+14
M2 |LC+CC Diciembre | 2,93E+14| 1 46E+14 4,39E+14|8,60E+14| 1,62E+14(5,90E+14| 1,15E+14|1,62E+14|1,17E+14
M3 |LC+CC Diciembre | 4,64E+03| 2,53E+03 (7, 17E+03|8,29E+14| 2,06E+14 |5,44E+13| 1.50E+14|2,24E+14 |4 17E+14
M4 |LC+CL Diciembre | 1,11E+14| 2,11E+14(1,32E+14|7,95E+13| 2,61E+14(5,31E+13| 5.,52E+14|1,21E+14 |4 90E+14
M5 |LC+CL Diciembre | 4,57TE+04 3.36 7.56|8.33E+14| 2,13E+14|544E+14| 7.32E+14|2.29E+14| 2 28E+14
M6 |LC+CL Diciembre | 3,78E+14| 3,95E+14 4,18E+14|8,14E+14| 2,28E+14(6,18E+14| 5.80E+14|1,26E+14|5,00E+14
M7 |LF+CC Diciembre | 2,35E+14| 6,05E+14 B8.41E+14|8,32E+14| 2,01E+14(4,93E+14| 6.39E+14|5,70E+14 |4 42E+14
M8 |LF+CC Diciembre | 2,81E+14| 446E+14 (7.2TE+14|8,47E+14| 1,78E+14|5,53E+14| 4,12E+14|-1,32E+14 7,25E+14
M9 |LF+CC Diciembre | 4,69E+14| 3 49E+14 5,04E+14|8,42E+14| 1,88E+14|5,77TE+14| 4,25E+14|8,25E+14 |1 45E+13
M10 |LF+CL Diciembre | 3,48E+14| 4,10E+14(7,58E+14|6,83E+14| 4 64E+14(6,82E+14| 7.96E+14|-1,17E+14 6 44E+14
M1l (LF+CL Diciembre | 2,78E+14| 6,11E+14|8,88E+14|7,56E+14| 3,22E+14|5,69E+14| 1,52E+13(-1.01E+14 6,84E+14
M12 |LF+CL Diciembre | 3,12E+14| 3,95E+14 7,07E+14|8,52E+14| 1,74E+13|5,36E+14| 1,12E+14|-7,76E+14 1 59E+13
M1 |LC+CC Marzo 161E+14| 1,61E+14(3,22E+13|8,609E+14| 1 51E+14 (4,69E+14| 3,66E+14 0,00(1,61E+14
M2 |LC+CC Marzo 2,57TE+14| 145E+14 [4,02E+14|8,69E+14| 1 50E+14 (4,92E+14| 1,51E+14 0,00(5,44E+14
M3 |LC+CC Marzo 6,44E+13| 1,61E+14(2,25E+14|8,74E+14| 1,63E+14 (4,62E+14| 9.54E+14 0,00(1,57E+14
M4 |LC+CL Marzo 2,93E+14| 1.30E+14 (4 23E+14|8,60E+14| 1,63E+14|4,89E+14| 555E+14 0,00|7,55E+14
M5 |LC+CL Marzo 1,73E+14| 2,04E+14(3,7BE+13|8,95E+14| 1 17E+14 (4, 77E+14| 4 22E+14 0,00(1,10E+14
M6 |LC+CL Marzo 1,29E+14| 3.86E+14(5,15E+14|8,69E+14| 1,51E+14|4,85E+14| 1.56E+14 0,00|7,85E+13
M7 |LF+CC Marzo 2,93E+14| 6,51E+14(3,58E+14|8.57E+14| 1,67E+14|4,94E+14| 9.74E+14 0,00(1,18E+14
M8 |LF+CC Marzo 1.11E+14| 3,18E+14(1.43E+14|8,76E+14| 1 44E+14|523E+14| 4,06E+14 0,00(1,63E+13
M8 |LF+CC Marzo 1,65E+14| 1,65E+14(3,20E+14|8,51E+14| 1,76E+14|5,30E+14| 1.04E+14 0,00(1,38E+14
M10 |LF+CL Marzo 4,6TE+14| 1,61E+144,83E+14|8,65E+14| 1,56E+14|5,65E+14| 9.78E+14 0,00(8,36E+14
M1l (LF+CL Marzo 2,33E+14| 1,17E+14 4 58E+04|8,41E+14| 1,88E+14|5,36E+14| 1,05E+14 0,00|7,05E+14
M12 [LF+CL Marzo 1,65E+14| 1,32E+14(2,96E+14|8,52E+14| 1,74E+14|5,02E+14| 1,00E+14 0,00|8,56E+12
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