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RESUMEN 

La intensificaciOn de Ia producci6n agricola y el suministro de fertilizantes nitrogenados 
sinteticos, ha perturbado el equilibrio de diferentes ciclos biogeoquimicos, los cuales son 
determinados en gran medida por la accion de diferentes microorganismos. El propOsito del 
presente trabajo fue conocer Ia diversidad y abundancia de bacterias asociadas al ciclo del 
nitrOgeno en diferentes sistemas de manejo agricola para la produccion de maiz nativo (Zea 
mays L.). La unidad experimental se ubica en Cocotitlan, Estado de Mexico (19°14'18.39" 
N y 98°5221.42" 0, 2 572 msnm). Las estrategias utilizadas para Ia produccion de maiz 
nativo fueron: tipo de labranza: convencional (CT) y minima (ZT), manejo de cultivo: rotaci6n 
(R), monocultivo (M) e intercalado (I), fertilizacion: sintetica (Q) y organica (0), control de 
malezas: sintetica (H) y organica (h), incorporaciem de residuos (+r: mas residuos, -r: sin 
residuos y 30r: 30% de residuos). En todos los sistemas se sembro maiz nativo chalqueno. 
Los cultivos a intercalar fueron calabaza, frijol y tomate. Los tratamientos fueron CTM030r, 
CTMQH-r, ZTRQH+ra, ZTRQH+rm, ZTIOh+r, ZTROh+ra y ZTROh+rm. Antes de la 
implementaciOn de los sistemas de manejo agricola se realizO un muestreo y despues del 
primer ciclo agricola dos uno en epoca de Iluvia y otro en epoca de seca para los atios 2013 

• y 2014. Las muestras de suelo fueron colectadas de 0-10 cm de profundidad. Cada muestra 
de suelo fue lavada con una soluciOn de pirofosfato de sodio al 0.15 M y buffer fosfato de 
sodio 0.15M. El DNA genomico (gDNA) fue extraido con el kit NucleoSpin® Soil. El 
rendimiento y pureza del gDNA se efectuO en el espectrofot6metro NanoDrop 2000 (Thermo 
ScientificTM). La calidad del gDNA se verifico mediante la tecnica de electroforesis en gel 
de agarosa al 0.8% y visualizado en un iluminador de luz ultravioleta Image® Gel DocTM 
XR (BIO-RAD, USA). La amplificaciOn de Ia region V4-V5 se realize) a partir del gDNA y los 
productos amplificados fueron secuenciados mediante Illumine MiSeq (Reserch and 
Testing Laboratory). La Comunidad Bacteriana del ciclo del Nitrogen° (CBN) de los suelos 
de todos los diferentes sistemas de manejo agricola se distribuyO en 15 fibs, 28 clases, 58 
ordenes, 98 families, 164 generos y 13 especies. En los que se incluyeron fijadores de N 
(9%), desnitrificantes (4%) y algunos generos con mas de un tipo de metabolismo 
relacionado al ciclo del N (45.7%). Los sistemas con mayor diversidad fueron los sistemas 
con labranza minima. La abundancia total en cada sistema disminuyo en el tiempo. En CBN 
comun a los diferentes sistemas de manejo, el sistema ZTIOh+r fue abundante y el sistema 
ZTROh+ra el mas diverso. En conclusion, la diversidad en los diferentes sistemas de 
manejo agricola es variable, oscilante y su abundancia total disminuye en el tiempo. Los 
fibs Proteobacteria, Actinobacteria fueron grupos predominantes en los diferentes sistemas 
de manejo agricola. Los sistemas de manejo agricola que incluyen practices de labranza 
minima, intercalado y rotacion intercalado de cultivos y aporte de residuos vegetales 
funcionalmente son mas equilibrados que los sistemas convencionales. 



BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

I. INTRODUCCION 

Durante los Ciltimos alms se han iniciado investigaciones sobre la microbiota del suelo para 

comprender su funciOn, su intervenciOn en los ciclos biogeoquimicos y como es perturbada 

por su ambiente y manejo en los agrosistemas. La microbiota del suelo varia estructural y 

funcionalmente dependiendo del tipo de suelo, el contenido de humedad, Ia temperatura, el 

pH, el oxigeno, los minerales y la vegetaciOn. Anteriormente, hablar de su comportamiento 

en el contexto del suelo era complicado debido a que su estudio era posible siempre y 

cuando se aislaran bacterias cultivables. Con el surgimiento de las tecnicas moleculares y 

en especffico el desarrollo de Ia tecnica de Ia reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR: 

Polymerase Chain Reaction) se ampli6 la posibilidad de estudiar y con ello comprender el 

111 	 funcionamiento de Ia microbiota del suelo. 

A pesar de esta ventaja, el hardware requerido para poder organizar, clasificar y comparar 

secuencias existentes con bases de datos que reCinen informaci6n de proteinas, genes, 

aminoacidos, acidos grasos, rutas metabolicas y taxonornia de eucariontes y procariontes 

es costoso y aunado a ello, el personal capacitado para realizar este tipo de analisis es 

insuficiente. 

Esto no ha impedido que areas como Ia ecologia, la biologia, Ia medicina y ahora la 

agronornia utilicen estas herramientas para entender el comportamiento de 

microorganismos ya descritos o por conocer. En agronomia se han realizado estudios 

relacionados a los efectos de las practicas de manejo como la labranza, Ia fertilizaciOn y el 

cultivo sobre Ia comunidad bacteriana. Es por ello que en esta tesis se plantea el use de 

0 	 herramientas moleculares para facilitar el estudio de un ciclo biogeoquimico importante 

como lo es el ciclo del Nitrogen° (N). 

La importancia del ciclo del N no radica Cinicamente en los requerimientos de los cultivos. 

Va mas alla; de no existir, el nitrOgeno fijado y transformado no pasaria a Ia cadena 

alimenticia de tal manera que ningim organismo podria existir a excepci6n de las bacterias, 

que se han adaptado a diferentes microambientes para obtener su fuente de energia. 

Conocer Ia diversidad de bacterias del suelo asociadas al ciclo del N y su dinamica bajo 

diferentes sistemas de manejo, permitira identificar si Ia comunidad bacteriana del suelo 

asociada al ciclo del N puede ser utilizada como un indicador de calidad en suelos 

destinados a Ia agricultura. 

[1] 
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BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGEN° EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

• II. MARCO CONCEPTUAL 

En las ultimas decadas Ia agricultura ha recibido especial atenci6n debido a que es una 

fuente de contaminaciOn del agua subterranea ocasionada por la lixiviaciOn de nitritos (NO2

) y nitratos (NO3-), por las emisiones de gases de efecto invernadero, la degradacion de 

suelos y con ello Ia perdida de biodiversidad. 

• 

2.1 Ciclo biogeoquimico del N 

El ciclo biogeoquimico del N (Figura 1) en la solucion del suelo es mediado por Ia 

movilizaciOn e inmovilizaciOn de compuestos nitrogenados (Bock y Wagner 2006). Los 

procesos oxidativos y reductivos en el del ciclo biogeoquimico del N hacen posible las inter-

conversiones de compuestos de N en fuente de energia metabolica (Bonete et al. 2008). 

Algunos de estos compuestos generados en las reacciones redox del ciclo de N son: el 

amoniaco (NH3), Ia hidroxilamina (NH2OH), el amonio (NH4.), el nitrito (NO2-), el nitrato (NO3 

), el oxido nitrico (NO), el &do nitroso (N20), acid° nitroso (HNO2) y el acido nitric° (HNO3) 

entre otros. 

trruzApo PoR 
LOCROORGANISMOS 

Figura 1. Ciclo del nitrOgeno en suelos destinados a la agricultura. 

El ciclo del N incluye tres procesos conocidos: Ia fijaciOn biologica del N2, la nitrificaciOn y 

la desnitrificacion (Buresh et al. 2008, Wang et al. 2012). Cada uno de estos procesos, 

requiere Ia contribuciOn de los numerosos microorganismos que se encuentran en eI suelo 

(Wang et al. 2012). El ciclo del N es regulado por la mineralizacion, enzimas intra y extra 

celulares y las diferentes fuentes y formas de N. 

[2] 
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2.1.1 Fuentes y formas reguladoras del N 

Se ha empleado el concepto de "pool" (reservorio) para indicar Ia forma quimica y la 

localizaciOn del N en el suelo, Ia cual puede cambiar con el tiempo (Blackmer 2000). El 

tamario de este pool depende de la dinamica del N (entradas y salidas), el cual esta regido 

por diversos factores como: la entrada de residuos vegetates, restos de animales (Nitr6geno 

organico: Norg) y minerales (fertilizaciOn); las salidas, que dependen de la tasa de 

mineralizaciOn, el potencial de biomasa, las caracteristicas edafoclimaticas y el manejo 

agricola. 

El Pool Humico de Norg  (PNH) es un material muy estable que esta ligado a los elementos 

de los compuestos hilmicos de alto peso molecular, forma uniones de alta energ fa, es dificil 

de atacar por la biomasa del suelo (tasa de mineralizacion 0.0003 kg • ario-1) y muestra 

variaciones minimas a largo plazo. Este tipo de N es el mas abundante en el suelo, 

corresponde de un 60 a 90% del contenido de N total (Nt). El PNH se denomina pasivo, 

porque no aporta N directamente a la nutriciOn de los cultivos. 

El Pool de N" Labil (PNL) puede ser utilizado totalmente por los cultivos el mismo ano en 

el que se incorporan los residuos al suelo despues del proceso de mineralizacion. El PNL 

representa menos del 1% del Nt. En los residuos aproximadamente el 30% del N es labil. 

Los residuos de malz contienen hasta 63 kg N • ha-1, de los cuales solo 19 kg N • ha-1  

corresponden a un PNL. Para el caso de los residuos de trigo con menos Nt, 39 Kg N • ha-

1, 12 kg N • ha-1  corresponden a un PNL. 

En el Pool de Norg  Estabilizado (PNE) es la fraccion mineral (residuos vegetales 

aproximadamente 70% del N de los residuos de cosecha y restos de animales) que se 

estabiliza en el suelo. Con el tiempo esta fracci6n se mineraliza y sirve para la nutriciOn de 

los cultivos. El PNE representa aproximadamente el 40% del Nt  (depende del manejo del 

agroecosistema). 

El Pool de NitOgeno Inorganico (PNI) esta constituido por NH4+, NO2-  y NO3. De este pool 

las races extraen el N que requieren para su desarrollo. El N de este pool proviene de las 

fracciones del PNE y el PNL mineralizados por la biomasa y de la fertilizacion nitrogenada. 

La variacion del PNI se debe al tiempo y el ritmo de absorcion de N por los cultivos. 

En los suelos agricolas el amoniaco (NH3) es derivado del Norg  durante Ia desintegracion y 

Ia mineralizaciOn de Ia biomasa. Su oxidacion a NO2-  aumenta la disponibilidad de N para 

las plantas (Szukics et al. 2012). Es tOxico para Nitrosomona y Nitrobacter. 

[3] 
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El ion NH4' es fijado en arcillas tipo 2:1, esto puede representar una reserva de N a mediano 

plazo, ya que ante cambios estructurales el elemento se libera. 

El NOi es tOxico para la microbiota del suelo, se encuentra en concentraciones bajas en 

ambientes aerObicos y es acumulado en suelos con un alto contenido de agua (Bock y 

Wagner, 2006). Al hidratarse el NO2 forma HNO2 y HNO3 (compuestos que se encuentran 

en la Iluvia acida). Cuando las plantas o microorganismos no usan el NO2-  o se encuentra 

en altas concentraciones puede lixiviarse al manto freatico. De todos es conocido que 

consumir agua con alto contenido de NO3-  o NO2-  provoca problemas de salud (Bonete et 

al. 2008). 

El NO3-  es movil y soluble en soluciOn, es lixiviado hacia las aguas subterraneas antes de 

• 
que los cultivos puedan utilizarlo y origina la contaminacion de las mismas (Szukics et al. 

2012). Es reducido a NitrOgeno atmosferico (N2) en el proceso de desnitrificacion (Arp et al. 

2001) o reducido a NH4' en un proceso conocido como desasimilacion reductora del NO3" 

(Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium: DNRA) (Canfield et al. 2010). Adernas, es 

una fuente de N para la sintesis de compuestos organicos de N de las bacterias y en 

ausencia de oxigeno es utilizado como aceptor de electrones (Barton 2005, Canfield et al. 

2010). 

El Oxido nftrico (NO) es un gas incoloro y un radical soluble en agua (1.9 mmol•L-1  a 25 °C), 

rapidamente oxidado por Oxigeno (0) en varias reacciones quirnicas y biologicas (Bonete 

et al. 2008). Desde su descubrimiento en 1987 como mensajero vasodilatador, la 

comunidad biomedica ha reportado su participaciOn en el sistema nervioso periferico y 

central, participa en los mecanismos de defensa en los microorganismos eucariontes y es 

un intermediario en el proceso de desnitrificacion (Zumft 1993). 

El Oxido nitroso (N20) es un gas de efecto invernadero (Zumft 1997; Bonete et al. 2008), 

que aporta alrededor del 57% del total de las emisiones mundiales anuales (9 Tera gramos 

(Tg) • alio-1) (Henry et al. 2006); es reactivo hacia la materia organica del suelo lo cual 

impide su transporte a Ia superficie del suelo eficazmente y tiene una vida corta en suelo 

(Yamulki y Jarvis 2002). 

2.1.2 Mineralizacion 

La mineralizacion es la conversion de Norg  del suelo a NH4., se caracteriza por la 

descomposicion anaer6bica que involucra a diferentes microorganismos y productos finales 

de Ia descomposiciOn aerObica. 
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El N regula la velocidad a la que se descompone la materia organica. Una alta 

concentraciOn de N en el material fresco, se considera un signo de alta degradaci6n. Sin 

embargo, la fuente de N genera diferentes cambios en la descomposicion de la materia 

organica. Por ejemplo, el N sintetico cambia la composicion de la comunidad 

descomponedora, el amoniaco (NH3) suprime la produccion de las enzimas requeridas para 

Ia degradaci6n de la lignina. Ademas, el NH3 y los amino compuestos reaccionan con la 

materia organica para formar un material recalcitrante (Agren et al. 2001). 

Urea 

Cuando la urea es adicionada al suelo es rapidamente hidrolizada formando iones de NH4' 

y CO2. La ureasa es una enzima que se origina principalmente de plantas y 

microorganismos que se encuentran en el suelo, es la responsable de hidrolizar los 

fertilizantes basados en urea y se degrada rapidamente en el suelo por las enzimas 

proteoliticas. Esto sugiere que una fraccion significative de la actividad ureolftica en el suelo 

se Ileva a cabo por la ureasa extracelular, que se estabiliza por inmovilizaciOn, los coloides 

organicos y minerales en el suelo (Das y Varma 2011). 

La actividad de Ia ureasa en los suelos depende de muchos factores. Por ejemplo, el tipo 

de cultivo, el contenido de materia organica en el suelo, la profundidad del suelo, enmiendas 

(material para mejorar la estructura y composiciOn) del suelo, los metales pesados y los 

factores ambientales como Ia temperatura. En general, la actividad ureasa se incrementa 

al aumentar Ia temperatura, es por ello que, se recomienda que Ia urea se aplique en 

momentos del dia cuando las temperaturas son bajas (Das y Varma 2011). 

Los acidos hiimicos son macromolecules polielectroliticas originadas de la degraded& 

quimica y biolOgica de residuos de plantas, animates y celulas microbianas. Tienen un rol 

importante en el ciclo del N. 

2.1.3 Fijackin blob:Vice del N2 en suelo 

El N2 no puede ser asimilado directamente por las plantas, este disponible a traves del 

proceso de fijacion biologica donde es reducido en NH3 (Franche et al. 2009), Ia fijacion 

atmosferica y la fijacion industrial (Kraiser et al. 2011). 

La fijaciOn biolOgica promedio del nitrOgeno en los ecosistemas terrestres es de 90-130 Tg 

• ano-1  (Wartiainen et al. 2008). En Ia fijacion biologica, Ia reacci6n es catalizada por la 

enzima nitrogenasa que se encuentra solo en ciertos procariotas (Day et al. 2001, Franche 
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et al. 2009). La reduccion neta del N2 a NH3 generalmente se explica por la siguiente 

ecuacion: (Barton 2005, Franche et al. 2009): 

N2  + 16 MgATP +8H+  +8e-  —> 2NH3 + 112  + 16 MgADP + 16Pi 

En Ia fijacion endosimbiotica, las plantas hospederas producen y exudan flavonoides en la 

rizOsfera. Estas setiales pueden ser percibidas por un receptor especifico (factor nod) de 

las bacterias formadoras de nOdulos. El factor nod induce Ia formaciOn de nOdulos en la raiz 

de Ia planta y desencadena una serie de reacciones que conducen a una infeccion y Ia 

formaciOn en un primordium (Franche et al. 2009). Las celulas infectadas producen 

bacteroides. Dentro de los nodulos, los bacteroides fijan N2 atmosferico en NH3 que sirve 

como una fuente de N para el hospedero a cambio de carbono (Day et al. 2001). 

La fijacion simbiotica asociativa se refiere a una amplia variedad de especies fijadoras de 

nitrOgeno que colonizan la superficie de Ia raiz de las plantas no leguminosas, sin Ia 

formaciOn de estructuras diferenciadas (Franche et al. 2009). 

2.1.4 Nitrificacion 

En el suelo, el proceso de nitrificacion incluye dos rutas: la nitrificaciOn autotrOfica y la 

nitrificaciOn heterotrOfica. El termino nitrificaciOn heterotrofica es utilizado para indicar Ia 

oxidaciOn de Norg a NO3-  (Zhang et al. 2015). Mientras que la nitrificaciOn autotr6fica es Ia 

oxidacion de NH3 a NO3-. 

La oxidaciOn del NH3 a NO2-  es el primer paso en el proceso de nitrificaciOn (Fernandez-

Guerra y Casamayor 2012). Este proceso se Ileva a cabo por las acciones secuenciales de 

la enzima amoniaco monooxigenasa (AMO), que oxida al NH3 a hidroxilamina (NH2OH) 

(ecuacion 1) y Ia enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO), que oxida a Ia NH2OH en 

NO2-  (ecuacion 2) (Arp et al. 2001, Beaumont et al. 2002, Barton 2005) (Figura 2). Los 

electrones y protones generados durante la oxidaciOn del NH4+ y NO2-  son usados por 

diferentes microorganismos para fijar el C inorganic° en ausencia de Iuz (Canfield et al. 

2010). 

Existe una oxidaciOn anaer6bica del NH3, Ia cual ha sido confirmada en condiciones in-vitro. 

El proceso es realizado por bacterias del genero Planctomyces y en organismos no 

cultivados de Ia familia Crenarchaeota (Juniper 2010). 
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Figura 2. Ruta de la oxidacion del amoniaco (NH3) modificado de Arp et al. 2001. 

La oxidacion de NO2-  a NO3 es generada por la siguiente reacciOn (Barton 2005): 

NO + 02  —* NO; +2H+  + 2e- 

La nitrificacion es regulada por Ia concentraciOn de NH4+, Ia temperatura, Ia humedad y el 

oxigeno. Los compuestos inhibidores que retrasan la oxidaciOn bacteriana de NH4' son la 

nitrapirina, Ia diciyiamida (DCD) y 3,4-dimetil pirazol fosfato (DMPP). Algunos de estos 

• 
compuestos pueden persistir en el suelo durante un largo tiempo, pero no son bioactivos, 

ya que son adsorbidos por los coloides del suelo (Subbarao et al. 2012). Por otro lado, altas 

concentraciones de NH2OH son inhibidoras de Ia oxidaciOn del NH3 (Bock y Wagner 2006). 

2.1.5 DesnitrificaciOn 

La desnitrificacion es un proceso respiratorio que forma parte del aparato bioenergetico de 

Ia celula bacteriana (Zumft 1997), donde se utiliza al NO3-  como un aceptor de electrones 

alterno (R6sch et al. 2002), el cual es reducido a NO2-, NO, N20 y N2 gracias a las 

reacciones catalizadas por las enzimas (Cuadro 1) nitrato reductasa respiratoria, nitrito 

reductasa respiratoria, Oxido nitrico reductasa y Oxido nitroso reductasa (Hollocher 1996 

R6sch et al. 2002, Bonete et al. 2008). 
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Cuadro 1. Enzimas involucradas en el proceso de desnitrificaciOn. 

Enzima 	 Reacci6n 
Nitrato reductasa 	NAR 	NO3- + UQH2---,NO2-+UQ+H20 
Cu-nitrito reductasa 	MR 	NO2-  + Cul+ + 2W NO + H2O + Cu2* 
Cd1-nitrito reductasa 	MR 	NO2-  + cyto2+ + 2H+ NO + H2O + cyto3+ 
Oxido nitrico reductasa 	NOR 	2NO + 2cyto2+ + 211+ N2O + H2O + cyto3+ 
Oxido nitroso reductasa 	NOS 	N2O 2cyto2+ + 2H+ N2 + H2O + cyto3+  
Fuente: (Barton 2005) 

El 02, NO2-, NO3-  y NO, actuan como senales de regulaciOn en el proceso de 

desnitrificacion. Las proteinas reguladoras involucradas en la detecciOn de estas moleculas 

en bacterias son: i) los sensores de oxigeno (FixL y FNR), ii) sensores de NO3-  y NO2 

(NarXL, NarPQ y Nan-), iii) sensores de NO (NNR y NOR), iv) sensores redox (Reg regulem) 

y v) NiR y proteinas NOSR (proteinas esenciales para la expresiem y transcripcion de los 

nOmeros y el grupo de genes nir) (Bonete et al. 2008). 

2.2. Microorganismos relacionados al ciclo del N 

En el suelo, el ciclo del N es mediado por microorganismos. Algunos de ellos han sido 

estudiados a fondo debido a la importancia que tienen. Tal es el caso del diazOtrofo 

Gluconacetobacter diazotrophicus que secreta sustancias promotoras de crecimiento, 

produce bacteriocina que inhibe el crecimiento de Xanthomonas albilineans, presenta 

actividad antifungica en Fusarium sp. y Helminthosporium carbonum, adernes de 

incrementar la solubilidad de fosfatos y Zinc (Bertalan et al. 2009). 

O bien, porque han sido aislados, esto ha permitido conocer su funcionamiento metabOlico, 

o extraer las enzimas relacionadas al ciclo del nitrogen°, como es el caso de Agrobacterium 

tumefaciens, Azotobacter vinelyii, Nitrosomonas europea, Paracoccus denitrificans y 

Pseudomona por mencionar algunas. 

2.2.1 Microorganismos fijadores de N2 

La fijaciOn de N2 se encuentra en procariotas y es caracteristico de algunas especies de 

bacterias heterOtrofas aerObicas del suelo como Azotobacter, Azospirillum, Klebsiella, 

Beggiatoa y bacterias anaerobias como Clostridium y Desulfovibrio (Barton 2005). Existe 

otro grupo de bacterias Frankia (en Actinobacteria) que se asocia a plantas de ocho familias 

sin formar nOdulos (Franche et al. 2009). 

Dentro de las bacterias endeifitas se ha logrado la caracterizaciem molecular de nueve de 

ellas: Burkholderia phytofirmans PsJN, Enterobacter sp. 638, Methylobacterium populi 

BJ001, Pseudomonas putida W619, Serratia proteamaculans 568, Stenotrophomonas 
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4111 	 maltophilia R551-3, Azoarcus sp. BH72, Klebsiella pneumoniae 342 y Gluconacetobacter 

diazotrophicus Pa15 (Bertalan et al. 2009). 

Las bacterias simbiontes y fijadoras de N2 reducen el nitrOgeno atmosferico a NH4' 

mediante un complejo enzimatico altamente conservado. El complejo enzimatico es 

conformado por dos enzimas una dinitrogenasa y una dinitrogenasa reductiva. La 

interacciOn ocurre en plantas de la familia Fabaceae y en algunas plantas del genero 

Parasponia (Kraiser et al. 2011). 

Las bacterias que interactOan con la familia Fabacea son bacterias Gramnegativas, 

pertenecen a la divisiOn Proteobacteria. En la division a-proteobacteria se encuentran los 

generos Agrobacterium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, 

• 
Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium y 

Sinorhizobium. Dentro de Ia divisiOn p-proteobacteria son Burkholderia y Cupriavidus 

(Franche et al. 2009). La interaccion entre bacterias fijadoras de nitrOgeno y plantas no-

nodulantes se ha idetificado en el genero Burkholderia y la rizosfera de plantas de tomate 

(Kraiser et al. 2011). 

Las bacterias del genero Rhizobium inducen Ia fijaciOn endosimbiditica en las races de 

Phaseolus vulgaris. A la fecha, cinco especies de Rhizobium han sido reconocidos como 

microsimbiontes de P. vulgaris: Rhizobium etli by. phaseoli (especie asociada con frijol 

cultivado y silvestre de Mexico), Rhizobium leguminosarum by. phaseoli, Rhizobium tropici, 

Rhizobium gallicum y Rhizobium giardini (Aguilar et al. 2004). 

Otro grupo importante de bacterias fijadoras de N2 es el de las cianobacterias. Por ejemplo, 

Anabaena y Aphanazonemon (Barton 2005), que se encuentran en asociaciOn con una gran 

variedad de plantas, hongos y algas superiores e inferiores (Franche et al. 2009). 

2.2.2 Microorganismos oxidantes de NH3 

Las bacterias oxidantes de amoniaco (AOB) son litoautotrofas. Utilizan CO2 como fuente de 

Carbono (C) (Barton 2005, Bock y Wagner 2006) y a partir de Ia oxidaciOn de compuestos 

inorganicos obtienen energia con electrones (Barton 2005). As[ como oxigeno molecular 

como aceptor terminal de electrones de la cadena respiratoria y para Ia formacion de 

NH2OH (Beaumont et al. 2002). Poseen varios citocromos onicos implicados en el 

transporte de electrones para HAO (Arp et al. 2001). 

[9] 



BACTERIAS DEL CICLO DEL NITRbGENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

$ 	 Las AOB tienen un grado de union superficial mas fuerte que el de las bacterias 

heterotrOficas. Estan unidas dentro de una biopelicula que las hace resistentes a una 

variedad de tensiones ambientales. En particular, se ha demostrado que la poblaciOn de 

Nitrosomonas europaea puede recuperarse mas rapidamente de hambre que sus 

homOlogos de vida libre. Ademas, se piensa que producen exopolisacaridos para que Ia 

union superficial sea mas fuerte. Esta caracteristica podria ser relevante para las AOB 

unidas a las races del arroz, ya que se esperaria que las bacterias esten en un estado de 

hambre entre los periodos de fertilizacion (Briones et al. 2002). 

Diferentes estudios han demostrado que las poblaciones de las AOB pueden presentar 

cambios en su actividad y tamario de Ia poblacion en respuesta a Ia aplicacion de 

fertilizantes (Szukics et al. 2012). Las AOB son mas sensibles al suministro de urea y es 

reflejado en un incremento y composici6n de la comunidad (Shen et al. 2011). 

Actualmente se sabe que Ia oxidacion de NH3 tambien puede ocurrir en ambientes acidos. 

Y esto se debe a que diferentes grupos pueden dominar en suelos con pH entre 4.5 y 7.5. 

Por ejemplo, Nistrospira cluster 3 predomina en suelos agricolas con pH neutro. Mientras 

que Nitrospira cluster 2 lo hace en suelos acidos (Junier et al. 2010). 

Durante largo tiempo se pens6 que Ia oxidaci6n de NH3 era realizada exclusivamente por 

un grupo monofiletico de las bacterias, sin embargo, analisis metagenonnicos recientes 

revelaron que miembros del filo Crenarchaeota (Szukics et al. 2012) y Thaumarchaeota 

(Fernandez-Guerra y Casamayor 2012) dentro del dominio Archaea, tambien poseen 

homologos amoA (Subbarao et al. 2012). Algunos miembros de Thaumarchaeota utilizan 

NH3 producido durante la mineralizaciOn, Thaumarchaeal del grupo 1.1b posee homOlogos 

amo y Thaumarchaeal grupo 1.1c se encuentra predominantemente en suelos acidos 

(Stopnisek et al. 2010). 

Las arqueas amoniaco oxidante (AOA) predominan en la nnayoria de los tipos de suelo y 

constituyen hasta un 5% de todos los procariotas (Schleper 2010). Toleran altas 

concentraciones de NH3, presentan pocos efectos por Ia adiciOn de fertilizantes, son 

sensibles a los exudados de las races (Stopnis'ek 2010) y tienen afinidad por el NH4.  (Shen 

et al. 2011). 

Aim no se sabe si las AOA son realmente equivalentes en funciOn de sus homologos 

bacterianos las AOB, si son diferentes sus requerimientos de crecimiento y en su fisiologia 

y en consecuencia, responden de manera diferente a las condiciones ambientales y de 
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• manejo agricola (Szukics et al. 2012). Se ha propuesto que las AOA podrian desempefiar 

un papel importante en el ciclo del N en entornos con sulfuro y bajo contenido de nutrientes 

y pH de 6.8 (Weng et al. 2013). 

2.2.3 Microorganismos oxidantes de NO2 y NO3 

La oxidackin biolOgica de formas reducidas de nitrogen° inorganic° a NO2-  y NO3, es 

catalizada por dos grupos fisiolOgicos de bacterias (Bock y Wagner 2006) las bacterias que 

oxidan el NH3 a NO2-, que son miembros de los generos que tienen el prefijo "-nitroso" y las 

bacterias que oxidan el nitrito a nitrato y pertenecen a los generos con el prefijo de "nitro" 

(Barton 2005). 

Las bacterias nitrificantes estan presentes en ambientes oxigenados e incluso anoxicos; 

ampliamente distribuidas en agua dulce, en agua de mar, en suelos, en las rocas y en 

sistemas de tratamiento de aguas residuales, habitats extremos como los sistemas de 

calefaccion con temperaturas de hasta 47 °C y en suelos de permafrost hasta una 

profundidad de 60 m, a una temperature de -12 °C (Bock y Wagner 2006). 

El pH Optimo para el crecimiento celular de los nitrificantes es 7.6 a 7.8 sin embargo, se han 

identificado en suelos acidos con valores de pH por debajo de 4 y en lagos con sosa y un 

pH entre 9.7 a 10.5. En muchos entomos, los nitrificantes son sensibles a la luz solar 

cercana a la luz UV (Bock y Wagner 2006). 

Filogeneticamente los oxidantes de NH3 litoautotrofos y los oxidantes de NO2-, no estan 

estrechamente relacionados (Cuadro 2). El rRNA del gen 16S muestra que todos los 

oxidantes de NH3 identificados son miembros de las Proteobacterias de la subclase R  o y. 

Los oxidantes de NO2-  pertenecen a las Proteobacterias de la subclase a o y (Bock y 

Wagner 2006, Junier et al. 2010). 

Cuadro 2. Clasificacion de bacterias oxidantes de NH, y NO2 

Genero 	 a 
	Tipo de proteobacteria 

Oxidantes de NH3 
Nitrosomonas 
Nitrosospira 
Nitrosomonas 
Nitrosovibrio 
Nitrosococcus 
Oxidantes de NOi 
Nitrobacter 
Nitrococcus 
Nitrospina  
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* 	 2.2.4 Microorganismos desnitrificantes 

Los microorganismos desnitrificantes se distribuyen en los dominios: Archaea, Bacterias y 

Eukarya (Bonete et al. 2008), Ia mayoria son aerobios facultativos y en ausencia de 02 

tienden a utilizar formas oxidadas de N como NO2-  y NO3-  antes de utilizar N20 (Hollocher 

1996, Bonete et al. 2008). Sin embargo, presentan alta afinidad a NO (Yamulki y Jarvis 

2002). 

La desnitrificacion es por lo tanto un estilo alternativo de la respiracion de estos 

microorganismos (Hollocher 1996). Diferentes estudios revelan que las bacterias 

desnitrificantes se encuentran en Ia capa superior del suelo (profundidad de 5 cm) y su 

abundancia decrece con la profundidad del suelo (Rosch et al. 2002). Aunque Ia mayoria 

de las bacterias desnitrificantes producen N2 como producto final, algunos terminan en N20 

	

1 	(Hollocher 1996) y no todos poseen Ia enzima &id° nitroso reductasa (Rosch et al. 2002). 

Diez familias diferentes de eubacterias, estan representadas entre los verdaderos 

desnitrificadores: Rhodospirillaceae, Cytophagaceae; en las bacterias, Spirillasceae, 

Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Halobacteriaceae, Neisseriaceae, Nitrobacteraceae y 

Bacillaceae (Hollocher 1996). Dentro del genero Rhodanobacter se ha identificado a 

Rhodanobacter denitrificans y Rhodanobacter thiooxydansespecies con Ia capacidad de 

Ilevar a cabo el proceso de desnitrificaciOn (Kostka et al. 2012). 

La capacidad de utilizar NO3-  como aceptor terminal de electrones en el metabolismo 

energetic° se encuentra en varias Arqueas halofilas e hipertermofilicas (Zumft 1997, Bonete 

et al. 2008). Este proceso ha sido solo parcialmente descrito en Halobacterium sp., Hfx 

mediterranei, Hfx denitrificans y Har marismortui (Bonete et al. 2008). 

Ciertas especies de Propionibacterium y Chromobacterium pueden reducir el NO2-  a N20, 

pero en reacciones lentas que no ester' vinculadas a energia y algunos organismos 

litotrofos oxidan NH3, NO2-, H2, o compuestos de S reducido para apoyar la reduccion de 

6xidos de nitr6geno (NOx) (Hollocher 1996). 

2.3. Enzimas relacionadas al ciclo del N 

Las enzimas del ciclo del N son proternas que catalizan las reacciones quimicas de 

diferentes procesos de transforrnaciOn del N, achlan sobre sustratos especificos 

transformandolos en productos necesarios. La velocidad de Ia reaccion catalizada por Ia 

enzima depende del pH, Ia fuerza ionica, Ia temperatura y de la presencia y ausencia de 

inhibidores. Las enzimas relacionadas al ciclo del N son 13: nitrogenasa, amonio mono- 

[12] 
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• oxigenasa, hidroxilamina oxido reductasa, nitrito oxido reductasa, hidracina hidrolasa, 

nitrato reductasa, nitrito reductasa, oxido nitrico reductasa y oxido nitroso reductasa 

(Canfield et al. 2010). 

, 
N,,,, 4 

gm+  
m  NH, 

Figura 3. Ruta de la transformacion del nitrogen catalizada por diferentes enzimas. Genes que codifican las enzimas nitrato 
reductasa (nas, euk-nr, narG, napA), nitrito reductasa (nir, nra, oxido nitrico reductasa (norB), oxido nitroso reductasa (nosZ), 
nitrogenasa (nif), amonio monooxigenasa (amo), hidroxilamina oxido reductasa (hao) e hidracina hidrolasa (hh). Fuente: 
Canfield et al. 2010. 

2.3.1 Nitrogenasa 

La nitrogenasa o dinitrogenasa (E.C.1.18.6.1) es un complejo enzimatico altamente 

conservado en diazOtrofos de vida libre, microorganismos fijadores de N2 simbiOticos 

(Franche et al. 2009) y muchas especies de cianobacterias (Staal et al. 2001). 

Esta confomnada por dos metaloproteinas: componente 1, la proteina MoFe que es un 

tetramero de 22 kDa compuesto por dos subunidades no identicas a y (3, mientras que el 

componente 2, Ia proteina de Fe as[ asignada, es un dimero de 68 kDa, formada por 

subunidades identicas. Algunas bacterias, tales comp Azotobacter y varios fijadores de N2 

fotosinteticos presentan formas adicionales de nitrogenasa cuyo cofactor contiene vanadio 

(V-nitrogenasa) o solo hierro (Fe) (Franche et al. 2009). 

La nitrogenasa o dinitrogenasa cataliza Ia reducci6n del N2 y una variedad de sustratos, 

muchos de los cuales se caracterizan por tener un enlace triple, por ejemplo, el acetileno 

(Staal et al. 2001). La enzima es inhibida por Ia presencia y concentracion de NH4* y NO3

(Poly et al. 2001b). 

El gen que codifica la subunidad nifH de la proteina Fe de Ia nitrogenasa esta altamente 

conservado entre todos los diaz6trofos. La filogenia basada en los genes nifH ha mostrado 

[13] 
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• en gran parte parecerse a Ia obtenida a partir del gen 16S ribosomal del acid° ribonucleico 

(rRNA: ribosomic Ribonucliec acid, por sus siglas en ingles). (Wartiainen et al. 2008). 

Los tres genes estructurales que codifican los polipeptidos Mo nitrogenasa y la proteina Fe 

son nifD y nifK y nifH respectivamente. La nitrogenasa requiere productos de otros genes 

nif implicados en la sintesis de FeMoCo (nifB, nifE, nifH, nifN, nifQ, nits, ni/U, nifV, nitX, 

nitY) y en el montaje de los clusters de Fe-azufre (S) (nits e nifU) y la maduraci6n de los 

componentes de nitrogenasa (niAN y nit) (Franche et al. 2009). 

2.3.2 Amoniaco monooxigenasa (AMO) 

La AMO (E.C.1.14.99.39) es una enzima unida a membrana y solo se libera mediante 

tratamiento con detergentes y es similar a Ia enzima metano monooxigenasa en los 

• metanotrofos. La AMO consta como minimo de dos polipeptidos; el polipeptido AmoA (sitio 

activo de AMO) de 27 kDa y el polipeptido AmoB de 40 kDa. La enzima aiin no ha sido 

purificada hasta la homogeneidad con actividad, por lo tanto, las propiedades detalladas de 

esta enzima no estan disponibles. La AMO no posee alta especificidad por NH3 tambien 

puede oxidar varios compuestos apolares como metano, monOxido de carbono (Bock y 

Wagner), alcanos, alquenos, compuestos aromaticos, eteres, tioeteres y aminas primarias 

(Arp et al. 2001). Estos compuestos pueden actuar como inhibidores competitivos de la 

oxidacion del NH3 (Bock y Wagner 2006). 

En Ia reacciOn catatizada por Ia AMO, un atomo del 02 se inserta en NH3 mientras que el 

segundo 0 se reduce a H2O. Esta reacciOn requiere dos electrones adicionales, debido a 

que el NH3 es Ia Cmica fuente reductora en las bacterias que la tienen, los electrones 

necesarios para la formed& de H2O, deben proceder de la posterior oxidacion de NH2OH 

(Figura 2) (Arp et al. 2001). 

Los polipeptidos de Ia AMO son codificados por los genes contiguos amoC, amoA y amoB 

(Figura 4). Los genes amoA y amoB son 99% identicos entre si (Arp et al. 2001). Entre las 

diferentes AOB, el grupo de genes amoCAB esta presente en multiples copias en las 13-

AOB, mientras que en las y-AOB hay una sola copia (Junier et al. 2010). SOlo una porciOn 

del gen amoA ha sido utilizado generalmente como marcador molecular para el estudio de 

la diversidad de las AOB. Se ha argumentado que esta region es relativamente corta 

(alrededor de 450 pb) y altamente conservada (Junier et al. 2010). 

[14] 
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Figura 4. Mapa de los loci de los genes para Amoniaco monooxigenasa (AMO). P= polipeptidos. Puente: Am et al. 2001. 

Por ejemplo, tres transcripciones de Ia AMO se detectan en las celulas de N. europaea: uno 

correspondiente amoC, otra correspondiente a amoAB y otra correspondiente a amoCAB, 

la raz6n de tres mRNA para AMO es desconocido, ya que pueden originarse en el 

procesamiento del mRNA amoCAB o de Ia transcripci6n a partir amoC y amoA (Arp et al. 

2001). Los posibles sitios de inicio de transcripciOn se han identificado en 166 y 103 pares 

de bases (pb) arriba del cod6n de inicio de amoC y 114 pb del cod6n de inicio amoA en la 

regiOn intergenica entre amoC y amoA. Los tres sitios de inicio de transcripcion a70 tienen 

secuencias promotoras asociadas con ellos. Ambas copias de amoCAB parecen tener 

promotores identicos (Am et al. 2001). 

En N. europaea, el NH3 parece inducir una respuesta global de la transcripcion. La 

transcripciOn de los genes para amoCAB y amoAB solo se induce en presencia de NH4' e 

incluso en la presencia de inhibidores de Ia AMO que impiden que el NH3 sea utilizado como 

una fuente de energia. Estos resultados sugieren que el NH3, puede ser una serial para Ia 

expresion genica y/o una serial para la fuente de energia (Am et al. 2001). 

Bajo condiciones controladas, el gen amoC, es estable y se puede encontrar por lo menos 

72 horas despues de retirar NH3. El analisis de los dos sitios de inicio de transcripciOn 

fb 

	

	 identificados para amoC, revelan que responden de manera diferente a Ia adiciOn de NH4' 

(Arp et al. 2001). 

Los genomas de N. europaea, Nitrosomonas eutropha y Nitrosospira multiformis han 

revelado Ia existencia de dos genes conservados, ORF4 y ORF5, inmediatamente despues 

del operOn amoCAB. Ambos genes, se han designado amoR y amoD respectivamente 

(Junier et al. 2010). 

2.3.3 Hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) 

La enzima HAO es Ia responsable de Ia oxidaciOn de NH2OH a NO2 (Barton 2005, Junier 

et al. 2010). La enzima fue purificada hasta la homogeneidad hace mas de 20 ahos a partir 

de N. europea (Kathleen y Hooper 1981) y es altamente soluble (Junier et al. 2010). Esta 
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• situada en el periplasma y es un homotrimero de subunidades de 64 kDa, cads subunidad 

contiene ocho grupos hemo de tipo c. Siete de los grupos hemo estan unidos por un enlace 

covalente a la proteina mediante dos enlaces boater tipicos del grupo hemo tipo c. El octavo 

grupo hemo designado P460, tiene un enlace covalente adicional a la proteina a travas de 

un residuo de tirosina y es el sitio activo de Ia oxidacion de NH2OH (Arp et al. 2001, 

Fernandez et al. 2008), su tamalio difiere entre microorganismos (Cuadro 3) (Am et al. 

2001). 

Cuadro 3. Diferencias en la purificaci6n de HAO entre bacterias 

s 

Microorganismo 	Strain 	 Peso molecular [kDa] 
Methylococcus capsulatus 	 hemo P-460 	 39 

16.4 
Thiosphaera pantotropha 	 20 
Nitrosomonas europea 	 hemo P-460 	 63 

hemo tipo c en el sitio activo 
Pseudomonas 	 PB16 	 68 

La desproporcion catalitica de NH2OH se sabe que esta mediado por la hemoglobina, Ia 

formacion de cantidades iguales de NH3 y N20, por mioglobina, y tambien por los complejos 

de transici6n no hemo, donde la distribucion de los productos de nitrogen° depende del 

metal, los ligyos, el pH, y el medio de reaccion (Fernandez et al. 2008). El receptor directo 

de electrones para la HAO es citocromo c554 (Arp et al. 2001). 

El gen que codifica para HAO (hao) es de 1710 pb de longitud y se expresa como un 

transcrito monocistr6nico. El gen hao, tambien codifica una secuencia de 18 a 24 

aminoacidos lIder, tipica de las proteinas periplasmicas, que se elimina durante la 

translocacion y la maduraciOn de Ia HAO (Arp et al. 2001). 

Hasta la fecha, la secuencia de aminoacidos de Ia HAO parece ser Onica para los 

microorganismos nitrificantes. Las secuencias de nucleOtidos de haol y hao2, son casi 

idanticos para 160 pb, mientras que Ia secuencia de la tercera copia, hao3, difiere en 15 bp 

de las otras dos en el cod6n de inicio (Figura 5). El mRNA de Ia HAO es inducido por Ia 

adiciOn de NH4*, aunque en menor medida (Arp et al. 2001). 

[16] 
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Figura 5. Mapa de los loci de los genes para hidroxilamina oxido reductasa. P = polipeptidos. Fuente: Arp et al. 2001. 

Analisis filogeneticos de las secuencias hao de cultivos de AOB's son congruentes con los 

obtenidos para el gen 16S rRNA y el gen amoA; esto sugiere que el gen hao puede ser un 

marcador molecular altemativo de las AOB. Sin embargo, el gen hao tambien esta presente 

en bacterias no oxidantes incluyendo a las bacterias metano oxidantes y otros 

microorganismos (Junier et al. 2010). 

2.3.4 NOi-oxidoreductasa 

La enzima NO2 oxido reductasa cataliza Ia oxidaci6n de NO2--> NO3-  y Ia reducci6n de NO3-

-› NO2 (Bock y Wang 2006). La enzima esta unida a membrana y esta conformada por dos 

o tres unidades dependiendo de Ia bacteria. Una subunidad a asociada a membrana NorA 

(de 115 a 130 kDa) y una subunidad NorB (65 kDa). 

2.3.5 NO2 -reductasa 

La enzima Nitrito reductasa es soluble, cataliza la conversion de NO2-  a NO. Existen dos 

enzimas nitrito reductasa diferentes: una enzima honnotrimerica que contiene cobre y una 

enzima homodimerica citocromo. 

La enzima NO2-  reductasa (NirS) es un homodimero con una subunidad de 60 kDa y dos 

grupos prosteticos (hemo-C y hemo-D) (Zumft 1997). Esta enzima es comim en los 

procariontes y se ha descrito a partir de diferentes bacterias, como muchas especies de 

Pseudomonas y Para coccus. 

En las bacterias desnitrificantes el lugar y la direccion de los genes nos, nir son homalogos, 

en eI caso del gen nir, este puede variar el sentido de la transcripciOn (Figura 6). Asimismo, 

se observan diferencias entre genes homOlogos de los diferentes genes que codifican otras 

enzimas requeridas para el proceso de desnitrificacian o la ausencia de otros (Zumft 1997). 

[17] 
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Figura 6. Organizaciem comparativa de los genes entre Pseudomonas y Paraccocus. El tamano aproximado y la direccion 
transcripcional de los genes se dan por las cajas de flecha. Cuadros en blanco no tienen homologos. Los genes estructurales 
de exido nitroso reductasa nosZ: negro, nitrito reductasa nirS: gris, y &id° nitrico reductasa norCB: trama linea. Fuente: 
(Zumft, 1997) 

2.3.6 NO3-  reductasa 

Existen tres tipos de nitrato reductasa: (1) una enzima de tipo asimilaciOn localizado en el 

citoplasma (Nas), (2) una enzima soluble asociada a Ia respiracion (Nar) y (3) una enzima 

de tipo dissimilatoria en Ia membrana plasmatica (Nap) (Potter et al. 2001; Barton 2005). 

Cada una de ellas cumple una funci6n fisiologica diferente. Se pueden encontrar en algunas 

bacterias gramnegativas, pero no en todas. Paracoccus pantotrophus y algunas 

Pseudomonas, sintetizan los tres tipos de nitrato reductasa (Potter et al. 2001). 

La enzima nitrato reductasa (Nar) se encuentra unida a membrana (Bonete et al. 2008), con 

su sitio activo en el citoplasma (Potter et al. 2001) (Figura 7). Nar esta asociada a la 

respiracion anaerObica de NO3-  y es regulada por 02. Se compone de una subunidad 

catalitica que se une a un cofactor organic° complejo [El cofactor bisdinucle6tido guanina 

molibdeno: bis-MGD] (NarG) y una subunidad de transferencia de electrones con cuatro 

centros de Fe-S (NarH). En la mayor parte de las bacterias, este complejo esta unido a un 

componente de quinol oxidante en membrana (NarL) (Bertero et al. 2003, Bonete et al. 

2008). 

Nar requiere una quinona, ya sea ubiquinona o menaquinona, para aceptar electrones de 

Ia oxidacion de H2, NADH, formiato, lactato, o glicerol-3-fosfato. Con electrones de H2 o 

[18] 
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• NADH, se bombean 4 H.  por cada molecula reducida de NO3-  a NO2-. Por otro lado, con 

lactato o glicerol-3-fosfato acoplada a la reducciOn del NO3-, solo 2 H.  son expulsados con 

la reducciOn de una molecula de NO3-  (Barton 2005). 

HCOO 

Citoplasma 

Periplasma 

2H 
Mo-bisMGD NarGHI 

NO; + 2H' NO + H.0 

Figura 7. Mecanismo propuesto para la generacion de fuerza motriz de protones del enlace redox por NARGHI y FndGHI. 
MQ: menoquinona, MQH2: menaquinol, bD: grupo hemo b distal, bP: grupo hemo b proximal, FS: [Fe-S] cluster, Mo-bisMGD: 
cofactor de molibdeno. Fuente: Bertero 2003. 

Los genes narG, nar1-1 y narl codifican las subunidades a, R y y de Nar respectivamente. 

Estos tres genes y narJ codifican una proteina soluble que no forma parte de la enzima 

madura del complejo. El gen narJ es esencial para la sintesis del sitio activo Nar (Potter et 

al. 2001). 

El operOn narGHJI requiere de un regulador global FNR, la proteina NarL, IHF y ModE se 

conserva en la mayoria de las bacterias, arqueas hal6filas. No obstante, los genes nar no 

conservan esta organizaciOn (Potter et al. 2001). 

La enzima NO3-  reductasa periplasmatica (Nap) cataliza la reduccion de NO3-  a NO2-  y 

mantiene el balance redox en la celula. La enzima Nap esta conformada de dos 

subunidades NapA (93.3 kDa) y NapB (18.9 kDa). La subunidad NapA se une al cofactor 

molibdeno y cuatro cisteinas. Y la subunidad NapB tiene dos sitios de union hemo-C (Zumft, 

1997). La enzima es expresada bajo condiciones aerObicas, requerida en la desnitrificaciOn 

aerObica y codificada por el operOn NapFDAGHBC (Ji et al. 2015). 

[19) 
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• 2.3.7 NO reductasa 

A la fecha se han identificado tres tipos de NO reductasa. La primera fue Ilamada cNor por 

recibir electrones del citocromo c, la segunda qNor por recibir electrones de quinol. 

La enzima cNor es una enzima binucleada con hierro que cataliza Ia reduccion de NO a 

N20 bajo Ia siguiente reacciOn (Attia y Silaghi-Dumitrescu, 2015): 

2NO + 2H+  + 2e-  —) N2 0 + H20 

Fue descrita a partir de celulas de P. stutzeri. En esta bacteria, la actividad del ligyo-

membrane es debida a un complejo citocromo bc. La enzima tiene una masa de 45 kDa, Ia 

subunidad b del citocromo 53 kDa y su capacidad reductora depende de fosfolipidos (Zumft, 

1993, Hollocher 1996, Zumft, 1997). Los genes estructurales de los citocromos b y c son 

• 

	

	
norC y norB respectivamente. Se encuentran contiguos y organizados en un operOn simple 

(Zumft, 1993). La actividad catalitica de cNor requiere cardiolipina, fosfatidiglicerol y 

fosfatidiletanolamina. 

La enzima qNor es dependiente de quinol, fue identifica a partir de Synechocystis sp. 

PCC6803. Es muy probable que Ia qNor presente en los genomas de agentes pat6genos, 

como Corynebacterium diphteriae, Staphylococcus aureus, Legionella pneumophila y 

Mycobacterium avium, sea utilizada para la eliminacion de NO toxico producido ya sea en 

su medio ambiente o al matar las celulas del hospedante (Van Spanning et al. 2005). 

2.3.8 N20-reductasa 

La enzima 6xido nitroso reductasa (NOS) (EC 1.7.99.6) es una enzima multicobre 

homodimerica, que ha sido purificada a partir de numerosas bacterias desnitrificantes 

gramnegativas, pero aim no a partir de una bacteria grampositiva (Henry et al. 2006). 

2.4 Efectos de los sistemas agricolas sobre el ciclo del N 

2.4.1 Labranza 

Una practice utilizada y necesaria en Ia producciOn en campo es el tipo de labranza. La 

labranza con arado de disco al fracturar, abrir e invertir los suelos permite un intercambio 

de diOxido de carbono (CO2) y oxigeno. Al mismo tiempo incorpora los residuos en el suelo 

(que son la fuente de energia de Ia poblaciOn microbiana) (Reicosky 1997). Los efectos de 

Ia intensidad de esta practice se ven reflejados en Ia compactaci6n del suelo, en Ia perdida 

• de materia organica, en el incremento de escorrentra del agua, en la erosi6n del suelo 

(Alvarez y Alvarez, 2000, Jimenez et al. 2004, Mathew et al. 2012), en el flujo de N20 
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(Yamulki y Jarvis, 2002) y en la reducci6n de macroagregados que son el microhabitat de 

la poblacion microbiana (Constancias et al. 2014, Lienhard et al. 2013). 

Reducir Ia intensidad de la Iabranza favorece la retention de nutrientes, reduce la perdida 

de materia organica, Ia liberaciOn fisica de CO2, incrementa la actividad zoologica y 

microbiana en el suelo (Floflich et al. 1999) y posiblemente, la oxidacidin biolOgica del 

Carbono (C) (Reicosky 1997, Dilly et al. 2002). 

La labranza cero puede incrementar Ia materia organica del suelo (por el flujo constante de 

los residuos de cultivos que son adicionados a la superficie del suelo), reduce las emisiones 

de gases de efecto invernadero e incrementa el secuestro de C (Liu et al. 2015). Se ha 

demostrado que la adopciOn de Ia labranza cero y otros sistemas de labranza reducida 

• 
alteran el ciclo del C y por lo tanto a su vez repercute en el ciclo del N en comparacion con 

Ia Iabranza convencional (Bradford y Peterson, 2000). En condiciones controladas se ha 

observado una estratificaciOn de Ia biomasa microbiana activa y el C mineralizado (Alvarez 

y Alvarez, 2000). 

Constancias et al. (2014) observaron que Ia abundancia relativa y riqueza de bacterias es 

menor en microambientes bajo labranza que en suelos de pastoreo o con labranza cero. Y 

confirmaron que la labranza perturba Ia diversidad de bacterias que habita los 

microagregados del suelo. Por su parte, Floflich et al. (1999) afirman que la actividad fijadora 

de N2 de Rhizobium leguminosarum, as[ como el contenido de Leghemoglobina en 

chicharos cultivados en suelos franco arenosos no es afectada por la Iabranza convencional 

y Ia labranza de conservation. 

2.4.3 Fertilization 

La fertilizaciOn es un mal necesario que permite nutrir a las plantas e incrementar el 

rendimiento de los cultivos. La fertilizaciOn inorganica o nitrogenada es la mas utilizada 

gracias a Ia diversidad de productos sintaticos existentes en el mercado. Los efectos de Ia 

fertilizacion nitrogenada sobre Ia comunidad bacteriana son identificados en Ia disminuci6n 

en el numero y diversidad de bacterias fijadoras de N2 y en la capacidad de las bacterias 

simbiontes para interactuar con las plantas. En el cultivo de arroz (Orysa spp.) y sorgo 

(Sorghum bicolor) Ia diversidad de Ia comunidad bacteriana fijadora de N2 disminuye. En 

caria de azOcar (Saccharum spp.), Ia colonizaciOn de Acetobacter diazotrophicus es 

• afectada por el suministro de fertilizaciOn nitrogenada (Kraiser, 2011). 

[21] 
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0 	 Diferentes estudios revelan que la cantidad y tipo de fertilizantes ocasiona cambios en los 

exudados de las plantas y que estos a su vez influyen en los microorganismos del suelo. 

La asimilacion del NH4* por las plantas reduce el pH de Ia rizOsfera debido a la liberaciOn 

de los protones. Si Ia fuente de nitrOgeno es el NO3-  se liberan cargas negatives y 

principalmente hidroxilos (OH-) (Weng et al. 2013). 

El aporte de fertilizaciOn inorganica en Kandelia obovata acelera Ia transformaciOn del N en 

Ia rizesfera, se incrementa el numero de exudados en la raiz (acido oxalic°, acido tartaric°, 

acido fOrmico, acido acetic°, acido citric° y acido bibasico). El acido bibasico se incrementa 

cuando la fertilizaciOn es con NH4' y si Ia fertilizaciOn es con NO3-  es el acido tribasico (Weng 

et al. 2013). 

Altas concentraciones de urea incrementan la abundancia relative del grupo funcional de 

las bacterias que participan en la reducciOn del NO3. (Colloff et al. 2008). La abundancia y 

composici6n de las AOB es alterada por el incremento de fuentes nitrOgenadas (Shen et al. 

2011). 

La fertilizaciOn con desechos organicos y composta es una forma de reciclar el N terrestre 

disponible, reduciendo as[ la dependencia de los combustibles fOsiles necesarios para 

producir fertilizantes sinteticos. Ademas, se ha sugerido que el use de fertilizantes 

organicos, solos o mezclados con fertilizantes sinteticos, puede mitigar la contaminacion de 

N por los sistemas agricolas (Kramer et al. 2006). 

En los abonos organicos (estiercoles maduros de vacas, puercos, gallinas y pollos de 

engorda) el N se encuentra en forma inorganica (NH4', NH3 en solucion y despues de su 

descomposiciOn anaer6bica NO3-) y organica (el Norg  este conformado por molecules 

recalcitrantes). A diferencia de la fertilizaciOn inorganica, las perdidas de N en forma de N20 

y N2 son mayores despues de Ia aplicacion de los abonos y son causadas por el tipo de 

suelo, la textura y la distribucion de los abonos en el suelo (Webb et al. 2013). 

2.4.4 Cultivos 

Diferentes investigadores reportan que las condiciones ambientales, Ia texture del suelo y 

las concentraciones de NI, influyen en Ia fijaci6n de N2 por los diazotrofos. Al respecto Poly 

et al. (2001b), mencionan que en suelos cultivados y suelos con pastos permanentes las 

variaciones encontradas del gen nifH, se originan por la adaptaciOn de los diazOtrofos a las 

condiciones fluctuantes de estos sistemas. 
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S 	 El intercalado de cultivos es una alternative de manejo agricola antigua. En sistemas con 

cultivos intercalados las interacciones interespecificas en la rizOsfera facilitan la toma de N 

y fosforo. Las concentraciones de NH4+ y NO3 en Ia riz6sfera son reguladas por el tipo de 

intercalado. Y Ia composiciOn de Ia comunidad bacteriana AOB en la rizOsfera difiere debido 

a los diferentes exudados de Ia raiz y/o por la composiciOn de los residuos (Song et al. 

2007). 

2.4.2 Residuos organicos 

Otra estrategia utilizada en campo es Ia incorporaciOn de residuos. Al mantener los residuos 

vegetales en la superficie del suelo, estos quedan a disposici6n de los microorganismos 

(Reicosky 1997), la actividad microbiana es estimulada, esto permite la colonizaciOn 

bacteriana en Ia rizOsfera de plantas a diferentes profundidades del suelo (H8flich et al. 

1999). 

2.5 Tecnicas moleculares 

En 1970 Colwell, introdujo el termino "taxonomia polifasica" para referirse a una taxonomia 

que ensamblaba y relacionaba varios niveles de informaciOn, desde molecular hasta 

ecolOgica (Figura 8), su objetivo era utilizar todos los datos disponibles para reflejar lo mas 

fielmente posible la realidad biologica para hacer frente a cualquier problema taxonOmico 

(Brenner et al. 2005). 

En los Ciltimos arios, se han desarrollado tecnicas de fluorescencia de hibridaciOn in situ 

(FISH). No obstante, la tecnica FISH requiere de celulas fisiologicamente activas, tiempo y 

es dificil de usar en eI suelo (Okano et al. 2004). Las tecnicas de biologia molecular han 

sido utilizadas para el estudio de los microorganismos del suelo y se ha extendido 

rapidamente (Wang et al. 2012). La PCR, Ia PCR en tiempo real, Electroforesis en gel de 

gradiente de desnaturalizaciOn (DGGE), Polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricciOn (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism) y el Terminal marcado con 

fluorescencia (FLT)-RFLP (Poly et al. 2001a) son solo algunas de ellas. 

Gracias a los avances tecnolOgicos se han desarrollado nuevas tecnologias y herramientas 

computacionales que facilitan el estudio de Ia microbiota de cualquier ambiente dando 

origen a Ia metagenomica. 

[23] 
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2.5.1 Metagenomica 

La metagenOmica es el estudio de Ia microbiota obtenida a partir de DNA genomico (gDNA) 

extraido de muestras ambientales. La calidad y pureza del gDNA es un requisito basic° 

para utilizar esta tecnica. Como se sabe, Ia forma en que se extrae el gDNA de una muestra 

afecta la recuperacion de la comunidad microbiana (Rajesh et al. 2013). Una forma de 

recuperar gDNA de muestras de suelo es adicionar perlas de vidrio de tamalio pequefio 

para aplicar presion suficiente como para romper las celulas bacterianas sin causar ningtan 

dafio al DNA. Las perlas de vidrio junto con el suelo y los residuos de mayor tamatio son 

eliminadas por centrifugaciOn. Las sustancias hiimicas son removidas mediante tecnicas 

de purificacion (Rajesh et al. 2013). 

Una vez que se obtienen las lecturas de secuenciacion del DNA, lo primero que se realiza 

es estimar el contenido taxonOmico de cada muestra, lo segundo es calcular el contenido 

funcional y por ultimo comparar las diferencias entre las muestras de estudio. El contenido 

taxonOmico se genera mediante el alineamiento de las secuencias al utilizar programas 

0 

	

	 especificos como BLASTX, ClustalW, mothur y QUIMME. En estos dos Ciltimos programas 

se requiere de bases de datos como SILVA y Greengenes. SILVA y Greengenes son bases 
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• de datos de secuencias obtenidas de la unidad ribosomal 16S, 18S, 23S y 28S de los 

dominios Arquea, Bacteria y Eucariota. 

El proposito de los estudios comparativos metagenOmicos es comprender la diferencia en 

estructura y funciOn de cada comunidad microbiana en diferentes ambientes. Por lo que se 

han desarrollado herramientas como el programa STAMP (Statistical Analysis of 

Metagenomic Profiles), el cual realiza el analisis de perfiles metagenOmicos, tales como 

perfiles taxonOmicos que indican el nOmero de genes asignados a diferentes unidades 

taxon6micas o perfiles funcionales que indican el nOmero de secuencias que contribuye a 

un subsistema o via. Ademas, utiliza datos generados en otras aplicaciones como MG-

RAST, IMG/M. mothur, CoMet y RITA (Parks y Beiko, 2013). 

[25] 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los suelos son el recurso geolOgico no renovable m6s importante que tenemos para 

asegurar el agua, la energia y la alimentacion de las generaciones presentes y futuras. Las 

funciones y los servicios que brinda el suelo adquieren la categoria de bien comun, cuya 

protecciOn nos beneficia a todos. Por lo que se requieren alianzas estrategicas y 

cooperacion a escala mundial en Ia busqueda de sistemas de manejo agricola que den 

sustento a la producciOn y reduzcan el impacto ambiental, considerando Ia dinernica de los 

ciclos biogeoquimicos, siendo el ciclo del N clave en este contexto. Los diferentes sistemas 

de manejo agricola condicionan y regulan la dinernica bacteriana asociada a los procesos 

del ciclo del N en el suelo; lo que implica el grado de disponibilidad del N para las plantas y 

el impacto ambiental. Ante tal planteamiento, LCuel es Ia dinamica y abundancia bacteriana 

en los diferentes procesos del ciclo del nitr6geno en diferentes sistemas agricolas, cuando 

su manejo varia en el tipo de labranza, incorporacion de residuos, insumos quimicos u 

orgenicos y topologia del cultivo para la producciOn de maiz nativo (Zea mays L.) en la zona 

oriente del Valle de Mexico?. La respuesta brindare elementos para identificar un posible 

indicador robusto y sensible para medir Ia calidad del suelo bajo diferentes sistemas de 

manejo agricola, respecto a la producciOn y productividad, e impacto ambiental. 
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• IV. OBJETIVOS 

4.1 General 

Describir Ia dinamica bacteriana asociada a los diferentes procesos del ciclo del 

nitrogeno en diferentes sistemas de manejo agricola para Ia produccion de maiz 

nativo (Zea mays L.) en la zona oriente del Valle de Mexico. 

4.2 Especificos 

Extraer, amplificar y secuenciar el DNA genOmico de la comunidad bacteriana del 

suelo de siete diferentes sistemas de manejo agricola para Ia producciOn de maiz 

nativo en la zona oriente del Valle de Mexico. 

Conocer Ia diversidad bacteriana asociada a los diferentes procesos del ciclo del 

nitrogeno en siete diferentes sistemas de manejo agricola para Ia producci6n de maiz 

nativo en Ia zona oriente del Valle de Mexico. 

Analizar Ia participaciOn funcional de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del 

nitrogeno en los diferentes sistemas de manejo agricola para la producciOn de maiz 

nativo en Ia zona oriente del Valle de Mexico. 

V. HIPOTESIS 

La diversidad y abundancia bacteriana asociada al ciclo del N aumentara en sistemas con 

labranza minima (ZT) e incorporaciOn de residuos (+r). 

La estructura funcional de Ia comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogeno estara 

en mayor equilibrio en los sistemas con labranza minima (ZT) e incorporaciOn de residuos 

(+r) 

[27] 
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• VI. MATERIALES Y METODOS 

6.1 Sitio de estudio y muestreo 

El sitio de estudio se ubica en Cocotitlan, Estado de Mexico (19°14'18.39" N y 98°52'21.42 

0, 2 572 msnm). El suelo esta formado por material parental de cenizas volcanicas es un 

Andosol vitrico eutrico epiarenico (WRB) (Cuadro 4). El clima es de tipo C(w1) (w), 

temperatura subhumeda con Iluvias en verano (Garcia, 2004). La temporada de Iluvia se 

extiende de mayo a octubre con una precipitation promedio anual de 784 mm. En el sitio 

de estudio se habia cultivado ebo (Vicia sativa) en ahos anteriores. 

Cuadro 4. Caracteristicas fisico quimicas del suelo del sitio de estudio para la produccidin de maiz nativo (Zea mays L.) en la 
zona oriente del Valle de Mexico. 

Horizonte Profundidad 
[cm) 

Color 
Textura arena Estructura 	Consistencla Permeabllidad 

Seco 	Humedo 

Ap 	0-20 	10YR 5/2 
	

10 YR 3/2 	Francosa 
	

Granular 	 Suelta 	 rapida 

Bw 	20-30 	10YR 4/2 
	

10 YR 3/3 	Francosa 
	

Blogues subangulares Ligeramente dura 	rapida 

PH 
	

CE 	TOC (%) 	CIC 	 Na 
	

K 	 Ca 

Ap 	6 	022 dSm-' 
	

0.65 	 12.33 	 2.7 CmolKg-' 	0.19 CmolKg-' 	3.86 CmolKg-' 

6.2 Disetio experimental 

El experimento se estableci6 en un disefio de bloques al azar (Figura 9) con siete 

tratamientos (Cuadro 5). Cada unidad experimental fue de 30 m de largo por 6.6 m de 

ancho, Ia distancia de separacion entre repeticiones fue de 3 m y la distancia de separaci6n 

de otras areas de cultivo fue de 5 m. La distancia entre surcos fue de 0.8 m y 0.2 m entre 

plantas. 

RI 	 R2 R3  
ZT1011+r 

111111ln frijol. calabaza, tamale 

ZRQH+r 
malt 	avena 

male. 

ZTROh+r 
malt 	Hyena 

ZT1Oh+r 
;main. Frijol. calabaza. (ornate 

CTMQH-r 
malt 

6.6n 

• 

34 m 

CTMO3Or 	CTMQH-r 
maiz 	 nxiiz 

ZROH+r ZTIOh+r 
maiz 	avena 	'malt. frijol, calubfwa, tonste. 

4 

CTMO3Or 
maiz 

ZTROh+r 
mail 	avena 

5m 
• 3m 

ZRQI f+r 
mai?. 	avena 

ZTROh+r 
mail 	avena 

CTMO3Or 
maiz 

Pendiente 0.10% 

Figura 9. Diserio experimental para la producci6n de maiz nativo (Zea mays L.) en la zona oriente del Valle de Mexico. 

Las caracteristicas de manejo para Ia producciOn de maiz nativo (chalquefio) se basaron 

en tipo de labranza (minima: ZT y convencional: CT), el manejo de cultivo (rotation: R, 

monocultivo: M y cultivos intercalados: I), el use de insumos organicos (0) y sinteticos (Q). 
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Los tratamientos ZTIOh+r y ZTRO+r(a/m) fueron fertilizados con estiercol de vaca 

compostado anadido a cada planta (4.4 t ha-1); CTM030r, en el que dos fertilizaciones se 

Ilevaron a cabo, la primera consistiO en estiercol de vaca compostado (1.166 t ha-1) y el 

segundo con un compost de estiercol diferente (2.733 t ha-1). En 2013, Ia primera 

fertilizaciOn en los tratamientos ZTIOh+r y ZTROh+r(a/m) consistieron en una aplicaciOn de 

microorganismos de montane y 500 kg ha-1  de polvo de roca de basalto (187.5 kg), mientras 

que la segunda consistiO en el estiercol compostado de oveja (3.3 t ha-1) y estiercol de polio 

(1.1 t had); CTM030r, en el que la primera fertilizacion consistio en el estiercol seco de 

oveja (3.3 t ha-1) y polvo de roca basaltica (0,5 t ha-1), mientras que el segundo abono de 

polio (1.1 t ha-'). Las arvenses fueron removidas manualmente. En 2012 y 2013, el manejo 

sintetico consistiO de fertilizacion con urea (243.5 kg ha-1) y superfosfato triple de calcio (50 

I• 

	

	 kg ha-1), mientras que el herbicide (Hierbamina (2,4 D)) se aplico a una velocidad de 12.5 

Ly-lha-1. 

Antes de Ia implementaciOn de los sistemas de manejo agricola se realize) un muestreo y 

despues del primer ciclo agricola dos, uno en epoca de Iluvia y otro en epoca de seca apara 

los arms 2013 y 2014. Las muestras de suelo fueron colectadas de 0-10 cm de profundiad. 

De cada unidad experimental se tome) una muestra compuesta a partir de seis submuestras 

las cuales fueron colocadas en una hielera. En laboratorio, las muestras fueron pasadas 

por un tamiz antes de ser almacenadas -70°C. 

6.3 Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo del Nitr6geno (CBN) 

El DNA genomico (gDNA) fue extraido con el kit NucleoSpin® Soil a partir de 0.5 g de suelo. 

El rendimiento y pureza del gDNA se valor() en eI espectrofotometro NanoDrop 2000 

• (Thermo Scientific). La verificaciOn de Ia calidad del gDNA se efectu6 mediante la tecnica 

de electroforesis en gel de agarosa al 1% tenido con GeIRedTM. La observaciOn y 

fotodocumentaciOn del gel se realize) en el iluminador de luz ultravioleta Imager® Gel 

DocTM XR (Bio Rad). Por cada evaluacion, el pool de gDNA se forme) de los gDNA de los 

triplicados de cada sistema. De cada pool se amplifice) la region V4-V5 y todas las 

amplificaciones fueron secuenciadas mediante Illumine MiSeq (Reserch and Testing 

Laboratory of the South Plains LLC). 

6.4 Diversidad bacteriana 

La caracterizacion funcional de cede genero fue verificada con la ayuda de publicaciones 

que hacen referencia a Ia funci6n o confirmacion de genes asociados al ciclo del N, con la 

ayuda de Ia base de datos Kioto Encyclopedia for Genes y Genomas (KEGG) (Kanehisa y 

[29] 
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Goto 2000) y la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI). Las 

categories para agrupar a la CBN con base en su metabolismo energetico fueron: 

desnitrificantes (DEN), fijadores de nitrogeno (NF), nitrificantes (NI), removedores de nitrato 

(NR) y las diferentes combinaciones de ellos (Figura 10). 
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Figura 10. Confirmacidn de genes con base en el metabolismo energetic° del nitrogeno. Fuente: Kanehisa y Goto 2000. 

La CBN fue estratificada en tres tipos: una comunidad Onica en cada sistema de manejo 

agronomico, una comunidad comun en todos los sistemas de manejo y una comunidad 

comun a algUn sistema de manejo agricola. 

La abundancia relative de cada genero fue calculada con la siguiente fOrmula: 

Milner° de secuencias 
ab = 

Total de secuencias identif icadas 

La similaridad de las comunidades entre los diferentes sistemas de manejo agricola se 

obtuvo con el indice de similitud de Jaccard con la siguiente fOrmula: 

j
= 

a+b—c 

donde a = numero de generos en el sitio A, b= numero de generos en el sitio B y c= numero 

de generos presentes en ambos sitios. 
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• 6.5 Funcionalidad bacteriana 

Las categorias que se utilizaron para agrupar la comunidad bacteriana funcional del ciclo 

del N con base en su metabolismo energetico fueron: desnitrificantes (DEN), fijadores de 

nitrogeno (NF), nitrificantes (NI), removedores de nitrato (NR) y las diferentes 

combinaciones de ellos. 

[31] 
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• VII RESULTADOS Y DISCUSION 

Los suelos destinados a Ia producciOn de alimentos son expuestos a diferentes practicas 

agricolas. Como resultado de ello se modifican las propiedades fisicas, quimicas, 

bioquimicas y sobre todo la estructura microbiana del suelo. La microbiota es un 

bioindicador de las condiciones de este recurso. Identificar que comunidades son 

susceptibles a estos cambios permite discernir la presencia, interaccion y funcion de la 

microbiota en suelos agricolas, como indicadora de la calidad del mismo o de los procesos 

que 	ocurren, lo cual desde el punto de vista agron6mico podria coadyuvar a generar 

condiciones propicias para el desarrollo de las plantas, as[ como, controlar el impacto 

ambiental. A continuacion, se describe el cambio en diversidad y abundancia de la 

comunidad bacteriana asociada al ciclo del N en un suelo con diferentes sistemas de 

manejo agricola. 

7.1 Composicion de Ia comunidad bacteriana del suelo sometido a diferentes 
manejos agricolas 

La comunidad bacteriana obtenida de Ia secuenciaci6n masiva extrabla a partir de DNA 

genOmico de diferentes muestras de suelo fue distribuida en 22 fibs, 38 clases, 79 ordenes, 

151 familias, 275 generos y 78 especies. Las secuencias no reconocidas a nivel de especie 

fueron catalogadas como "no clasificada" (76 especies), "desconocida" (243 especies) y 

como "sp" (192 especies). 

De las especies "desconocidas" (las cuales no han sido reportadas) fueron reconocidas a 

nivel de filo 13 especies, a nivel de clase 16 especies y a nivel de orden 46 especies. En Ia 

categoria "no clasificada" (que se refiere a bacterias ya reportadas y que aun no han sido 

• caracterizadas morfolOgicamente) a nivel de fib fueron 14 especies, a nivel de clase 20 

especies y a nivel de orden 43 especies. Las secuencias clasificadas como "sp" todas 

fueron reconocidas a nivel de genero. 

A nivel de especie, 13 de las bacterias reconocidas en el suelo de todos los sistemas 

manejo agricola registr6 metabolismo energetico asociado al ciclo del N; dentro de las 

cuales se identificaron desnitrificantes (DE, 2.6%), removedores de NO3-  (NR, 2.6%), 

especies con dos, tres y cuatro tipos de metabolismo relacionado al ciclo del N (69.2%) 

(Cuadro 5). Nueve de las especies fueron identificadas despues de Ia implementaciOn de 

los diferentes sistemas de manejo agricola. 
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BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGEN° EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

Cuadro 5. ClasificaciOn de 13 especies bacterianas con base en el tipo de metabolismo energetico relacionado al ciclo del 
nitrogen°, identificadas a partir de gDNA de muestras de suelo con diferente manejo agricola para la production 
de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 2013 y 
2014.  

Filo 	 Genero 	 Especie 

DesnIttificacion (DE) 

Proteobacleria 	Legionella 	Legkonella pneumophila* 	 • 

Chlorollexi 	Thermomicrobium Thennornicrobium roseum* 	 + 

Desnitrificacion/ reducclOn asimilatorla del NO,'/ reducclon des-aalmilatorla del NO, (DENR) 

Proteobacteria 	Sorangium 	Sorangium callulosum* 	 • 

Bacteroidetes 	Dyadobacter 	Dyadobacter fermentane 	 + 

Chlorollexi 	Sphaerobacter 	Sphaerobacter thermophilue 

FljaciOn del W nItrificacien/ desnitrificaci6o/ reduccion asItnilatorla del NO31 reduccion des-asImilatotia del NO,' (NFNIDENR) 

Verrocomicrobia Corehomargarita 	Coraliomargarila akajimensis* 	• 	 • 	+ + 

Fijacien del NI reduccien asInilatorla del NO31 reduccion des-asimilatoria del NO, (NFNR) 

Haricot. 	Clostridium 	Clostridium botulklum 	 + 	+ 

Proteobacteria 	Rhizobium 	Rhizobium tropic" 	 + 	• 

• NitrificaciOn/ desnItrificaci6n/ reduccion asimilatoria del NO0 reduccion des-asimilatoria del NO; (NIDENR) 

Proteobactetia Anaeromyrobacter Anaeromprobacter dehalogenans* + 

Actinobacteria 	Stackebrandlie 	Stackebrandtia nassauansis- 

Actinobacteria 	Conexibacler 	Conexibacter yroesei 

Reduction asimilatoria del N0,1 reduccian des-asimilatoria del NO, (NR) 

Bacteroidetes 	Cytophaga 	Cytophega hutchelsonir 

Planctomycetes Pirellula 	Pirellula staleyi  
*Especies identificadas despues de la implementation de todos los sistemas de manejo agricola. 

A nivel de genero, 164 de los generos obtenidos de Ia secuenciaciOn masiva present6 

metabolismo energetico asociado al ciclo del N. Los demos generos fueron clasificados en 

diferentes metabolismos (amino acidos 1.1%, fijaciOn de carbono 0.4%, descomponedores 

9.8%, degradaciOn 3.6%, fijaciOn de metano 2.2% y desconocida 22.5%). 

Los generos con metabolismo energetico asociado al ciclo del N, fueron distribuidos en 13 

categorias. Es importante serialar que Ia mayoria de los microorganismos obtienen el N 

directamente de NH4+ o mediante Ia reducci6n del NO3-  a NH4* a traves de un proceso 

conocido como reduccion asimilatoria del NO3-  (Canfield et al. 2010). De tal forma que 38 

generos con esta funciOn fueron clasificados en Ia categoria removedor de NO3-  (Figura 11). 
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ESM  DE, desnibificante 
	 DENR, desnitrificante/remcnedorde 

NF fijadorde N 
NFDE fijador de N/nirificante 

111111ll NFDENR fijador de N/ desnitrificante/remcnedo r de NO; 
NFNIDENR fijador de N/ nitrificante/ des nitrificante/remowdor de NO; 
NFNINR fijador de NInitrificante/remosedordeNO'  

 

NF fijador de N/ rem os,edor de NO; 
NI nitrificante 
NIDE nitrificante/desnitrificante 
NIDENR nitrificante/ desnitrificante/rem medor de NO; 

nitnficante/ rem meclor de NO; 
NR remowdor de NO; • 7.• 

  

Figura 11. Distribuci6n de generos de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del Nitrogen° presente en suelos de todos 
los diferentes sistemas de manejo agricola con base en el metabolismo energetico registrado en la base de datos KEGG y 
revision de literature. 

En algunas categories se registro un genero, por lo que fue necesario reagrupar estos 

generos en otras categories. Por ejemplo, la categoria fijador de N-desnitrificante (NFDE: 1 

genero) con la categoria fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR). La 

categoria nitrificante (NI: 2 generos), la categoria nitrificante-desnitrificante (NIDE: 1 

genero) y la categoria nitrificante-removedor de NO3 (NINR: 1 genero) con la categoria 

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-(NIDENR). La categoria fijador de N-

removedor de NO3-  (NFNR: 6 generos) con Ia categoria fijador de N-nitrificante-removedor 

de NO3-  (NFNINR). El nOmero de categories disminuy6 a 8 (Figura 12). 

1,4% 

3, 9% 	EM  1 DE desnitrificante 
	 2.DENR, desnittificante/removedorde NO3- 

IRM 3.NF fijadorde N 
Ili 4.NFDENR fijador de N/ desnitrificante/ removedor de NO; 

—4, 10%   5.NFN IDENR fijador de N/ n itrifica nte/ des nitrifica nte/ rem owdor d e 
EMI 6.NFNINR fijadorde N/ nitrificante/removedorde 
15EM 7.NIDENR nitrificante/ des nitrificante/rem ovedo r de NO,. 
222:2 8.NR removedorde 

• Figura 12. ReclasificaciOn de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogen presente en suelo de todos los diferentes 
sistemas de manejo agricola con base al metabolismo energetic° registrado en la base de datos KEGG y revision de literatura. 

Asi se conformo la Comunidad Bacteriana asociada al ciclo del NitrOgeno (CBN) de los 

suelos de todos los sistemas de manejo agricola evaluados, en 15 filos, 28 clases, 58 

ordenes, 98 families, 164 generos y 13 especies (Apendice: Cuadro 1A). En los que se 

incluyeron fijadores de N (9%), desnitrificantes (4%) y algunos generos con mas de un tipo 

de metabolismo relacionado al ciclo del N (45.7%). 

Es importante serialar que el 38.4% de la CBN fue registrada despues de Ia implementaciOn 

de las diferentes practices de manejo (Cuadro 6), ello reafirma la idea que los manejos 

agricolas influyen en Ia composiciOn y actividad de la comunidad bacteriana del suelo. Las 

categories que se favorecieron por estos cambios fueron removedor de NO3-  (NR), 
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• nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR) y desnitrificante-removedor de 

NO3-  (DENR). 

Cuadro 6. Generos nuevos registrados despues de la implementacien de los diferentes sistemas de manejo agricola para la 
produccion de maiz (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlen, Estado de Mexico durante los ciclos 2013 y 2014 

Fib 	 Goner° Funaon 

Baderoidetes 	ElizabettIkingia 	DE 
Actnobacteria 	Themmbifida 	DENR 	 + 
Baderoidetes 	Haliscotnenobacter DENR 	 + 	 « . 
Chloroflexi 	 Anaerolinea 	DENR 	 + 
Cyanobacteria 	Cyanobacterium 	DENR 	 + 
Finnicutes 	 CErboxydothennus 	DENR 	 + 
Firmicutes 	Thermaerobacter 	DENR 	 « 
Ignavibacteriae 	Ignavibacterium 	DENR 	 . + 
Proteobacteria 	Acinetobacter 	DENR 	 + 	 + 
Proteobacteria 	Akaligenes 	 DENR 
Proteobacteria 	Cehibtio 	 DENR 	 « 
Proteobacteria 	Myxococcus 	DENR 	 + 	 + 	 + 
Proteobacteria 	Sorangium 	 DENR 	 + 	 + 	 + 
Finnicutes 	 Cancfidatus Desufforucfis NF 	 « 
Firmicutes 	 Eubacterium 	NF 
Fusobacteria 	Fusobacterium 	NF 	 + 
Proteobacteria 	Inguilinus 	 NF 
Spirochaetes 	Spiochaeta 	NF 	 + 
Cyanobacteria 	Chroococcidiopsis 	NFDENR 	 + 	 + 
Fimicutes 	 Desullosporosinus NFDENR 	 + 	 « * « 
Proteobacteria 	Desultovibrio 	NFDENR 	 + + 	 + 	+ 	 . 
Proteobacteria 	Rhodobader 	NFDENR + 	 + 	 + 	 + 	 + + 
Verrucomicrobia Coraliomrrgerita 	NFDENR 	 + 	. * 	+ 	 + 
Proteobacteria 	HerbaspiNum 	NFNIDENR 	 + 	 . « 	* 	 + 
Proteobacteria 	Pentoea 	 NFNIDENR 	 « « 	+ « 	+ 	 + 
Proteobacteria 	Polaromones 	NFNIDENR 	 + 	 « * 	* * 	 « « 
Cyanobacteria 	Synechococcus 	NFNR 	 * « 
FIrmicutes 	 Syntrophomonas 	NFNR 	 + 
Proteobacteria 	Beggiatoa 	 NFNR 	 « « 	+ 
Proteobacteria 	Nitrosoyibrio 	NI 
Proteobacteria 	Nitrosococcus 	NIDE 	« * 	 + 	 + 
Actnobacteria 	Blastococcus 	NIDENR 	 + 	 + 	 * 
Actinobacteria 	Brachybacterium 	NIDENR 	 + 	 « + 	 . . 
Actinobacteria 	Gordonia 	 NIDENR 	 + 	 « « 	 « 
Acbnobacteria 	Stackebrandia 	NIDENR 	 + 	 + 	 + 	 . 
Deinococcus-Thennus Thermus 	 NIDENR 	 + 	 + 4. 	« • 
Finnicutes 	 Lactobacillus 	NIDENR 	 + 	 + + 
Finnicutes 	 Staphylococcus 	NIDENR 	 + 	 + 	 « « 
Proteobacteria 	Akanivorax 	NIDENR 	 + 	 + 	 * * 	 * * « 
Proteobacteria 	Ha!colones 	 NIDENR 	 + 	 + 	 * 	 + 
Proteobacteria 	Nifrosorrionas 	NIDENR 	4. . 	 * 	 . 
Proteobacteria 	Ochrobadrurn 	NIDENR 	 + 	 + 	 . . + 
Proteobacteria 	Paacoccus 	NIDENR 	 « 4. 	+ 	 + 	+ 	. « « 
Proteobacteria 	Ra/stools 	 NIDENR 	 + . 	+ 	 + . « 	. . « 
Actinobacteria 	AdMokineospora 	NR 
Actinobacteria 	(gotta 	 NR 
Actinobacteria 	Marmodcola 	NR 
Actinobacteria 	lAcrococcus 	NR 
Bacteroidetes 	Bacteroides 	NR 
Bacteroidetes 	Cytophaga 	 NR 	 + 
Baderoidetes 	Spirosoma 	 NR 	 + 
Cyanobacteria 	Arthrospire 	 NR 	 * 	 + 
Cyanobacteria 	Leptolyngbya 	NR 	 + 	 + « 
Deinococcus-Thermus Deinococcus 	NR 	 + 
Finnicutes 	 Osdlibader 	NR 
Finnicutes 	 Themmanaerobader 	NR 
Planctomycetes 	Isasphaera 	 NR 
Proteobacteria 	Acetobacter 	NR 
Proteobacteria 	Corallococcus 	NR 	 + 
Proteobacteria 	Gralulibacter 	NR 
Proteobacteria 	PaINlaTUIel 	 NR 
Proteobacteria 	Sendwacinus 	NR 
Proteobacteria 	Thennovum 	NR 

DE= desnrinficante, DENR= desnitnficante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-, 
NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO,-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= 
removedor de NO3-. 
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• 7.2 CBN a nivel de especie en los diferentes sistemas de manejo agricola 

De las 13 especies asociadas al ciclo del N, Ia presencia de Clostridium botulinum y Pirellula 

staleyi fue confirmada en todos los manejos agricolas a diferencia de la especie 

Stackebrandtia nassauensis que fue registrada solo en el sistema ZTRQH+rm. Ningun 

sistema registrO las 13 especies (Apendice: Figura 1A). Por ejemplo, el sistema CTMQH-r 

registrO ocho especies, pero no todas las especies se manifestaron en la misma epoca. A 

diferencia del sistema ZTROh+ra con seis especies y cinco de ellas registradas en epoca 

de seca de 2014. Este ultimo sistema en comparacion al sistema CTMQH-r podria estar 

generando una condicion de suelo, mas estable que permite la presencia de las 

comunidades a pesar de la fluctuaciOn climatica. Posible amortiguador MOS. 

La abundancia relativa de cada especie fluctuO en el intervalo comprendido entre 3E-5 y 
f. 

	

	

76E-5. La abundancia relativa maxima la registrO la especie D. fermentans (DENR) en 

epoca de seca bajo el sistema ZTROh+ra. El valor minimo de abundancia relativa fue 

identificado en la especie C. botulinum en el sistema ZTRQH+ra en epoca de Lluvia de 

2014. 

7.3 EstratificaciOn de Ia CBN a nivel de genero 

7.3.1 CBN Unica 

La CBN Onica se formo de 24 generos; los cuales pertenecieron a siete filos: Proteobacteria, 

Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria y Deinococcus-

Thermus (Apendice: Cuadro 2A). Los generos de esta comunidad pertenecieron a las ocho 

categories asociadas al ciclo del N. Al menos, ocho generos fueron de la categoria 

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR), seis generos en Ia categoria 

• removedor de NO3 (NR). En esta comunidad, 23 generos fueron identificados despues de 

Ia implemented& de los diferentes tratamientos. La presencia de los generos fue oscilante 

(una, dos o tres evaluaciones); una vez identificado el genero Desulfosporosinus su 

presencia fue continua. 

Los sistemas ZTRQH+ra y ZTRQH+rm registraron cinco generos, el sistema ZTIOh+r 

cuatro generos, los sistemas CTM030r, CTMQH-r y ZTROh+rm tres generos y el sistema 

ZTROh+ra un genero. Con respecto a Ia medici6n inicial, las condiciones del sistema 

ZTIOh+r estimularon un aumento en Ia abundancia relativa del genero Terriglobus de 3.5E- 

• 5 a 5.9E-5. A diferencia del resto de los sistemas de manejo agricola, el sistema ZTRQH+ra 

en las cuatro epocas de evaluacion presentO miembros de la CBN unica. La abundancia 

relativa de cada genero vario en el intervalo entre 0.47E-4 a 3.25E-4 (Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitr6geno Unica obtenida de la secuenciaci6n masiva y presente en 
los suelos de cada uno de los sistemas de manejo agricola para la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el 
municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico, duranle los ciclos agricolas 2013 y 2014. 

Filo 
Acidobacteria 
Actinobacteria 
Actinobacteria 
Actinobacteria 
Actinobacteria 
Actinobacteria 
Actinobacteria 
Bacteroidetes 
Cyanobacteria 
Deinococcus-Thermus 
Firmicutes 
Firmicutes 
Firmicutes 
Firrnicutes 
Firmicutes 
Firmicutes 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 
Proteobacteria 

Genero 
Tent,lobos' 
Blastococcus 
Dietzia 
Marmoricola 
Micrococcus 
Stackebrandtia 
Thermobilida 
Elizabethkingia 
Synechococcus 
Thermos 
Candidatus Desufforudis 
Desuffosporosinus 
Lactobacillus 
Oscillibacter 
Staphylococcus 
Thermaerobacter 
Acetobacter 
Alcaligenes 
Alcanivorax 
Beggiatoa 
Halomonas 
Inquilinus 
Polaromonas 
Ralstonia 

Categoria 	SIstema 
NR 	ZTIOh+r 
NIDENR 	CTMO3Or 	0.000114 
NR 	CTMO3Or 	0.000171 
NR 	CTMQH-r 
NR 	ZTROh+rm 0.000084 
NIDENR ZTRQH+rm 0.000133 
DENR 	ZTRQH+ra 
DE 	CTMOH-r 
NFNINR 	ZTIOh+r 
NIDENR 	ZTRQH+ra 
NF 	CTMQH-r 
NFDENR 	ZTRQH+ra 
NIDENR 	CTMO3Or 
NR 	ZTIOh+r 	0.000135 
NIDENR 	ZTROh+rm 
DENR ZTROh+rm 0.000084 
NR 	ZTRQH+ra 0.000199 
DENR 	ZTRQH+rm 
NIDENR 	ZTRQH+rm 
NFNINR 	ZTROH+rm 
NIDENR 	ZTRQH+ra 
NF 	 ZTIOh+r 	0.000135 
NFNIDENR ZTROh+ra 0.000124 
NIDENR ZTR0H+rm 0.000133 

Abundancia relativa 
2013 	 2014 

thyIa 	Seca 	LluvIa 	Seca  
0.000059 

0.000138 

0.000122 
0.000134 

0.000118 
0.000122 

0.000134 
0.000203 0.000047 0.000119 
0.000101 

0.000325 

0.000089 
0.000089 

0.000065 
0.000141 

• genero identificado antes de implementar los diferentes sistemas de manejo. 
ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotacion, M= monocultivo, 0= fertilizaciOn organica, Q= fertilizaciOn 
quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, 
m= maiz y a= avena. 
DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-, 
NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO,-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= 
removedor de NO,-. 

La abundancia total por sistema fluctu6 en el intervalo entre 0.4E-4 a 4.5E-4 (Figura 12). 

Los sistemas con labranza minima (ZT) registraron valores maximos de abundancia a partir 

de la segunda epoca de evaluacion a diferencia de los sistemas con labranza convencional 

(CT). Por los datos analizados se podria suponer que se requiere minim° de un ciclo 

agricola para mostrar diferencias en Ia composicion de la CBN (mica asociadas al manejo. 

El aumento de abundancia de Ia CBN Unica que mostraron los tratamientos con ZT con 

respecto a CT, muestra que el no movimiento de suelo coadyuva al crecimiento de dicha 

comunidad (Reicosky 1997, Colloff et al. 2008, Shen et al. 2011, Davinic et al 2012). 

En especifico, en el sistema ZTRQH+ra se registr6 mayor abundancia a lo largo del tiempo 

(Figura 13), lo cual podria atribuirse al incremento de materia organica o a la diversidad 

metabOlica de algunos de los generos (Aislabie y Deslippe, 2013). 
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Figura 13. Abundancia total de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogen° Onica de los diferentes sistemas de 
manejo agricola implementados durante los ciclos agricolas 2013 y 2014 para la producci6n de maiz nativo (Zea mays L.) en 
el Municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico. ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotaci6n, 
M= monocultivo, 0= fertilizacion organica, Q= fertilizaciOn quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense 
quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

7.3.2 CBN comOn 

La CBN comun fue conformada por 88 generos distribuidos en 12 fibs: Acidobacteria, 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Therrnus, 

Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria y 

Verrucomicrobia (ApOndice: Cuadro 3A). Despues de Ia implementaciOn de los diferentes 

tratamientos, Ia presencia de 85 generos fue confirmada en todos los tratamientos. En los 

ciclos agricolas 2013 y 2014, Ia presencia de 51 generos en todos los sistemas fue 

intermitente (una, dos o tres evaluaciones) y en 37 de los generos fue continua (Apendice: 

Figura 2A). 

El intervalo en el que fluctui5 la abundancia relativa de los diferentes generos fue entre 

0.004% y 11.9%. Solo en ocho generos fue mayor al 1%; dos de estos generos 

(Gemmatimonas y Sphingomonas) la registraron en ambos ciclos agricolas y en todos los 

sistemas. 

CBN coman continua 

De los generos con presencia continua (37 generos), el 84% incremento su abundancia 

despues de la implementaciOn de los diferentes tratamientos, el 76% en 2013-L vs 2013-S, 

el 78% en 2013-L vs 2014-L, el 92% en 2013-S vs 2014-S, el 84% en 2014-L vs 2014-S y 

despues de tres ciclos agricolas bajo los mismos sistemas de manejo agricola la 

abundancia del 46% aumentO (Cuadro 8). 

Cuadro 8. Generos de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogen° comun con presencia continua e incrementos 
positivos en los suelos de cada uno de los sistemas de manejo agricola para la produccion de maiz nativo (Zea 
mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico, durante los ciclos agricolas 2013 y 2014. 

Periodo CTMOc3Or CTMQH-r ZTIOh+r ZTROh+ra ZTROh+rm ZTRQH+ra ZTRQH+rm 

2011 vs 2013-1_ 16 14 14 11 21 14 11 
2013-L vs 2013-S 16 19 15 15 12 11 18 
2013-S vs 2014-L 14 23 21 20 16 20 25 
2014-L vs 2014-S 12 13 23 16 9 16 5 
2013-L vs 2014-L 12 14 16 12 13 9 20 
2013-S vs 2014-S 29 25 23 26 24 24 26 
2011 vs 2014-S 6 7 11 11 10 12 9 
ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotaciOn, M= monocultivo, 0= fertilizacion organica, 
Q= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +i= con residuos, -r= sin 
residuos, 301= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 
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En el ciclo 2013-L vs 2014-L, los generos Sphyngomonas, Gemmatimonas y Bacillus fueron 

los mas abundantes, pero no en todos los sistemas (Figura 14A). El genero Sphingomonas 

ademas de fijar N, puede mineralizar herbicidas y solubilizar fosfatos (Souza et al. 2013) y 

Bacillus promueve el desarrollo de Ia raiz sin inducir auxinas o etileno (Kraiser et al. 2011). 

En epoca de Iluvia, el sistema ZTRQH+rm favorecio a 20 generos y en el sistema ZTIOh+r, 

Ia abundancia total crecii5 del 0.077 en 2013-L a 0.139 en 2014-L (Figura 14B). En un 

sistema con labranza convencional Ia humedad es baja lo que puede favorecer al genero 

Gemmatimonas (DeBruyn et al. 2011). Sin embargo, llama Ia atencian que la mayor 

abundancia de este genero en epoca de Iluvia se detectO en suelo con el sistema 

ZTROh+ra. 
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BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANE.* AGRICOLA 

Figura 14. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrOgeno comun comparado por Opoca de Iluvia. Abundancia relativa 
por genera (A) y abundancia total por sistema (B). ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= 
rotaci6n, M= monocultivo, 0= fertilizacion organica, Q= fertilizaciOn quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control 
de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

En el ciclo 2013-S vs 2014-S, el nUmero de generos con incrementos positivos fue de 34. 

Sin embargo, la abundancia fue menor a la registrada en 2013-L vs 2014-L. Los ganeros 

mas abundantes fueron Artrobacter, Gemmatimonas, Streptomyces y Acidobacterium. Este 

Ultimo genero, en el sistema ZTROh+ra registrO una abundancia menor a la reportada en 

2013-L vs 2014-L (Figura 15A). El sistema ZTROh+ra beneficio a 20 ganeros y el sistema 

ZTIOh+r registr6 la maxima abundancia total (de 0.032 en 2013-S a 0.079 en 2014-S) en 

comparaci6n con los otros seis diferentes sistemas de manejo agricola (Figura 15B). 
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BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

• Figura 15. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrOgeno comiin comparado por epoca de seca. Abundancia relativa 
por *ler° (A) y abundancia total por sistema (B). ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= 
rotaciOn, M= monocultivo, 0= fertilizacion organica, Q= fertilizaciOn quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control 
de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

En el ultimo ciclo (2014-L vs 2014-S), el 84% de los generos incrementO su abundancia 

relativa. Los generos Acidobacterium, Actinomyces, Amycolatopsis, Arthrobacter, Kribbella, 

Nocardioides y Streptomyces fueron los mas abundantes, pero no en todos los sistemas de 

manejo agricola (Figura 16A). El sistema ZTIOh+r con 23 generos increment6 su 

abundancia de 0.05 (2014-L) a 0.079 (2014-S). El sistema ZTRQH+ra fue el menos 

favorecido con una abundancia total del 1% y una diversidad de cinco generos (Figura 16B). 

Existe la posibilidad que la capacidad para producir antibiOticos y metabolitos secundarios 

y con ello excluir a otras bacterias ayude a los generos Amycolatopsis, Arthrobacter, 

• Kribbella y Streptomyces a dominar en algunos sistemas de manejo agricola (Soares et al. 

2006). 
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Figura 16. Comunidad CBN asociada al ciclo del nitrogen del ciclo comOn agricola 2014-L vs 2014-S. Abundancia relativa 
por genero (A) y abundancia total por sis ema (B). ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= 
rotacion, M= monocultivo, 0= fertilizaciOn organica, Q= fertilizaci6n quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control 
de arvense quimico, +1= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= ma iz y a= avena. 

Despues de tres ciclos agricolas, los generos que incrementaron su abundancia relativa 

con respecto a Ia inicial del 2011 fueron Acidobacterium, Actinomyces, Bdellovibrio, 

Candidatus Solibacter, Chloroflexus, Gemmatimonas, Geoalkalibacter, Geobacter, 

Hyphomicrobium, Kouleothrix, Micromonospora, MooreIla, Nitrospira, Pelobacter, 

Planctomyces, Prochlorococcus y Sphingomonas. 

El genero Gemmatimonas se favoreci6 en los sistemas CTM030r, ZTROh+ra, ZTROh+rm, 

ZTRQH+ra y ZTRQH+rm, pero Ia maxima abundancia relativa se registrO en el sistema 

ZTRQH+ra. Las condiciones del sistema CTMQH-r permitieron que Ia abundancia relativa 

del genero Sphingomonas fuera mayor al termino del experimento en comparaci6n al valor 

de 2011. Los generos Acidobacterium y Prochloroco registraron incrementos en todos los 

diferentes sistemas de manejo agricola (Figura 17A), los valores maximos de abundancia 

fueron para Acidobacterium en el sistema CTMO3Or y Prochloroco en el sistema ZTIOh+r. 

El sistema ZTRQH+ra registro incrementos en 12 generos, mientras que el sistema con 

menor niimero de generos con incrementos fue el sistema CTM030r. El sistema CTMQH-

r registro siete generos y la abundancia total maxima por sistema (6%). En contraste, el 

sistema ZTIOh+r fue el segundo en favorecer la abundancia relativa de 11 generos, sin 

embargo, con la abundancia total mas baja (1.8%) de todos los sistemas de manejo agricola 

(Figura 17B). 
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Figura 17. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogen coman con incrementos positivos antes y despues de la 
implementaci6n de los diferentes sistemas de manejo agricola. Abundancia relativa por goner° (A) y abundancia total por 
sistema (B). ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotaci6n, M= monocultivo, 0= fertilizacidn 
origanica, 0= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= 
sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

Intentar explicar el comportamiento de estos generos es complicado. No obstante, estos 

generos pudieran ser utilizados como indicadores de calidad en suelos que son reactivados 

para la produce& agricola. Diferentes estudios describen las caracteristicas en las que 

son favorecidos. Ejemplo de ello son Gemmatimonas, Sphyngomonas y Planctomyces 

(Henrique et al. 2013, Constancias et al. 2014) los cuales incrementan su abundancia en 

sistemas con labranza convencional, fertilizacion sintetica y baja humedad. Condiciones 

0 

	

	 diferentes a las generadas en suelo de los sistemas ZTIOh+r, ZTROh+ra, ZTROh+rm, 

ZTRQH+ra y ZTRQH+rm. 
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BACTERIAS DEL CICLO DEL NITR6GENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

A pesar de ello es evidente que los sistemas con Iabranza minima y aporte de residuos 

organicos tienen efectos positivos sobre determinadas comunidades bacterianas (Ceja-

Navarro et al. 2010). En particular los sistemas ZTIOh+r, ZTROh+ra, ZTROh+rm, 

ZTQRH+ra y ZTRQH+rm favorecieron a comunidades bacterianas como Gemmatimonas y 

Sphingomonas que predominan en sistemas con labranza convencional o bien en suelos 

con aportes de fertilizantes y poca humedad. 

CBN comOn intermitente 

De las 21 combinaciones diferentes de las comunidades de cada sistema de manejo 

agricola y con base en el Indite de Jaccard de Ia CBN comOn intermitente se observe) que 

Ia CBN de los sistemas con labranza minima (ZT) eran mas semejantes que la CBN de los 

sistemas con labranza convencional (CT) (Figura 18). 
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Figura 18. Similaridad de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitr6geno corn& intermitente de los diferentes 
sistemas de manejo agricola. ZT= labranza minima, CT= Iabranza convencional, 1= intercalado, R= rotacion, M= monocuttivo, 
0= fertilized& orgenica, Q= fertilized& quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, 	con 
residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

7.3.3 CBN coman a algunos de los sistemas de manejo agricola estudiados 

La CBN comim a algunos de los sistemas de manejo agricola se forme) de 52 generos 

(Cuadro 3A), distribuidos en 11 filos (en especifico en el filo Proteobacteria: 51.9%) y su 

presencia fue oscilatoria (en una, dos o tres evaluaciones) a exception de Rhodanobacter 
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• (DENR) y Paracoccus (NIDENR) que fueron identificados en las cuatro evaluaciones. La 

abundancia relative de cada genero oscile en el intervalo 3E-5 a 0.01. 

Es muy posible que estos microorganismos no sean dominantes, como es el caso de 

Cyanobacteria (Wartiainen et al. 2008). 0 bien, que su presencia este regulada por los 

microambientes generados en los diferentes tamalios de agregados presentes en el suelo 

(Davinic et al. 2012). 

El 69.2% de los generos fue registrado despues de la implementaciOn de los diferentes 

sistemas de manejo agricola. Lo que demuestra que las practices de manejo pueden influir 

en la presencia o ausencia de Ia comunidad bacteriana (Henrique et al. 2013). Los generos 

pertenecieron a siete categories relacionas al ciclo del N, principalmente NR (removedores 

de NO3-) y desnitrificante-removedores de NO3(DENR). 

El niimero de generos registrados en cede sistema oscile en el intervalo entre 24 a 37 

generos (Cuadro 9). El sistema ZTRQH+ra registro 37 generos a diferencia de los sistemas 

CTMQH-r y ZTIOh+r ambos con el menor niimero de generos presentes (24 generos). En 

todos los sistemas, las categories DENR y NR predominaron. Mientras que Ia categorla 

NIDENR fue sobresaliente en los sistemas CTM030r, ZTIOh+r, ZTROh+rm, ZTRQH+ra y 

ZTRQH+rrn. 

Cuadro 9. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrOgeno com6n a algunos de los diferentes sistemas de manejo 
agricola para la producci6n de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante 
los ciclos agricolas 2013 y 2014; clasificada por categoria metabOlica. 

Categoria CTM0c3Or CTMQH-r ZTIOh+r ZTROh+ra ZTROh+rm ZTRQH+ra ZTRQH+rm 

DE 1 2 1 2 2 2 1 

DENR 7 5 8 4 7 7 6 

NF 3 3 3 3 2 4 1 

0 NFDENR 3 2 4 2 4 2 2 
NFNIDENR 2 1 2 3 2 2 3 
NIDENR 6 1 5 2 7 6 6 
NR 11 10 8 8 12 14 13 

N6mero de generos 33 24 31 24 36 37 32 

DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-, 
NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 y NR= 
removedor de NO3-. ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotacion, M= monocultivo, 0= fertilizacion orgdnica, 
0= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% 
de residuos, m= maiz y a= avena. 

Al comparar la comunidad obtenida de esta estratificacion entre todos los sistemas. De las 

28 diferentes combinaciones, las comunidades de los sistemas CTMO3Or vs CTMQH-r, 

CTMQH-r vs ZTROh+ra, CTMO3Or vs ZTROh+ra y ZTIOh+r vs ZTROh+ra fueron diferentes 

entre ellas (Cuadro 10). Mientras que Ia diversidad de la comunidad obtenida de esta 

estratificacien, en los sistemas con labranza minima (ZT) fue semejante en un 70%. 
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Cuadro 10. Relacien de semejanza de la comunidad bacteriana com6n a algunos de los diferentes sistemas de manejo 
agricola asociada al ciclo del nitrogen° en un suelo destinado para la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en 
el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico. 

Sistema CTMQH-r ZTIOh+r ZTROh+ra ZTROh+rm ZTRQH+ra ZTRQH+rm 
CTMO3Or 	0.39 	 0.58 	 0.45 	 0.79 	 0.73 	 0.73 
CTMQH-r 	 0.63 	 0.42 	 0.58 	 0.79 	 0.54 
ZTIOh+r 	 0.48 	 0.71 	 0.77 	 0.55 
ZTROh+ra 	 0.75 	 0.75 	 0.75 
ZTROh+rm 	 0.75 	 0.72 
ZTRQH +ra 	 0.62 
ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotacion, M= monocultivo, 0= fertilizaciOn organica, 0= 
fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con 
el 30% de residuos, m= maiz y a= avena 

Los generos que incrementaron su abundancia en epoca de Iluvia fueron Anaerolinea, 

Gordonia, Para coccus, Rhodanobacter y Thermomicrobium. Estos generos se presentaron 

en sistema con labranza minima. En epoca de seca, el niimero de generos que increment() 

su abundancia de 2013-S a 2014-S fueron Actinokineospora, Bacteroides, Corallococcus, 

• Cytophaga, Flexibacter, Haliscomenobacter, lsosphaera, Parvularcula, Pontibacter, 

Rhodanobacter, Sandaracinus, Sinorhizobium, Spirochaeta y Thermomicrobium (Cuadro 

10). 

En el sistema CTMO3Or se identificaron seis de estos generos. El genero Sinorhizobium 

fue identificado en el sistema CTMO3Or y ZTROh+m. Sin embargo, se favoreciO por las 

condiciones del sistema ZTROh+rm. Lo mismo ocurrio con el genero Rhodanobacter 

presente en el sistema CTMQH-r y favorecido en el sistema ZTIOh+r (Cuadro 11). 

Cuadro 11. Miembros de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitrogen° com6n a algunos de los diferentes sistemas 
de manejo agricola para la produccien de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de 
Mexico con incrementos positivos en los periodos 2013-L vs 2014-L y 2013-S vs 2014-S. 

Sistema Genera) 
Abundancia relativa 
2013-L 	2014-L Sistema Genero 

Abundancia relativa 
2013-S 	2014-S 

ZTIOh+r Anaerolinea 0.00013 0.00033 CTMO3Or Cytophaga 0.00010 0.00011 
ZTROh+ra Anaerolinea 0.00004 0.00006 Haliscomenobacter 0.00010 0.00011 

Gordonia 0.00008 0.00013 lsosphaera 0.00005 0.00011 
Thermornicrobium 0.00004 0.00006 Parvularcula 0.00005 0.00011 

ZTROh.rm Anaerolinea 0.00038 0.00052 Sandaracinus 0.00005 0.00011 
Rhodanobacter 0.00021 0.00026 Sinorhizobium 0.00010 0.00011 

ZTRQH+ra Paracoccus 0.00005 0.00009 CTMQH-r Bacteroides 0.00010 0.00013 
ZTRQH+ra Rhodanobacter 0.00010 0.00028 Rhodanobacter 0.00056 0.00094 

Spirochaeta 0.00010 0.00058 
ZTIOh+r Rhodanobacter 0.00006 0.00130 
ZTROh+ra Actinokineospora 0.00006 0.00011 
ZTROh+rm Corallococcus 0.00005 0.00005 

Pontibacter 0.00010 0.00011 
Sinorhizobium 0.00010 0.00016 

ZTRQH+ra Corallococcus 0.00008 0.00018 
Thermomicrobium 0.00004 0.00006 

ZTRQH+rm Flexibacter 0.00010 0.00018 
Sandaracinus 0.00015 0.00035 

ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotacibn, M= monocultivo, 0= fertilizacion 
organica, Q= fertilizacibn quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con 
residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

La abundancia total por sistema variO en el intervalo 5.1E-4 a 0.01. Los sistemas con 

labranza minima registraron maxinnas abundancias. En 2013-L fue el sistema ZTROh+rm, 

en Ia evaluaciOn 2013-S fue el sistema ZTRQH+ra, en Ia evaluaciOn de 2014-L fue el 
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• sistema ZTRQH+rm y en 2014-S fue el sistema ZTIOh+r (Figura 19). La diferencia 

observada en Ia evaluaciOn de 2014-L fue producida por el genero Rhodanobacter que 

registr6 una abundancia relative de 0.01. El genero fue registrado en otros sistemas 

(CTMQH-r, ZTIOh+r, ZTROh+ra y ZTRQH+ra) con un valor de abundancia entre 1E-4 a 

2.6E-3. 
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Figura 19. Abundancia de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitr6geno com6n a algunos de los diferentes sistemas 
de manejo agricola pars la produccion de maiz (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los 
ciclos agricolas 2013 y 2014. ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R= rotacion, M= monocultivo, 
0= fertilizacion organica, 0= fertilizaciOn quimica, h= control de arvenses no quimico, H= control de arvense quimico, +r= con 
residuos, -r= sin residuos, 301= con el 30% de residuos, m= maiz y a= avena. 

7.4 Clasificcion de Ia CBN a nivel de filo 

En epoca de Iluvia de 2013, Actinobacteria predomino y con el tiempo Proteobacteria ocup6 

su lugar. Es muy posible que Ia competencia que tienen estos grupos por el nicho ecolOgico 

sea el origen de estos cambios (Davinic et al. 2012) y no a Ia teoria que el filo Proteobacteria 

es un grupo dominante en cualquier ambiente (Henrique et al. 2013, Degrune et al. 2015). 

Gemmatimonadetes fue el tercer fib mas abundante. De acuerdo con DeBruyn et al. (2011) 

Ia abundancia del filo Gemmatimonadetes adicional a su versatilidad metal-Abe, no este 
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• relacionado con el manejo al suelo y si, inversamente correlacionado con la humedad del 

suelo. 

7.5 Categorias funcionales en el suelo de los diferentes sistemas de manejo agricola 

Los cambios originados por la implementaciOn de los diferentes sistemas de manejo 

agricola con base en categories funcionales asociadas al ciclo del N fueron oscilantes en 

cada sistema. 

Sistema CTMO3Or (Ecologico) 

En el sistema CTM030r, el 30% de Ia abundancia total fue atribuida a la categoria 

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR). Es muy probable que los 

miembros de Ia comunidad sean favorecidos por Ia aireaci6n generada durante la labranza, 

• pues esta estimula el proceso de mineralizaciOn del nitrogeno organico (Hayden, 2010). 

Despues de la implemented& del sistema, a excepcion de los fijadores de N-

desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR) todas las demas categories registraron 

incrementos positivos. Sin embargo, este comportamiento no fue continuo. En todas las 

categories el aporte a Ia estructura funcional fue variable de una epoca a otra y Cmicamente 

en la categoria DENR se identific6 un patr6n asociado al tiempo de Lluvia y Seca (Figura 

20). En todas las evaluaciones, las categories con mayor aporte al sistema fueron DENR, 

NFDENR y NIDENR 

2014-L. 	 2014-S 
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0 Figura 20. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrOgeno en el sistema CTMO3Or despues de 
su implementaci6n. CT= labranza convencional, M= monocultivo, 0= fertilizaciOn organica, 30i= con el 30% de residuos. DE= 
desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO,-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor 
de NO3 ,-  NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de N0i, NIDENR= nttrificante-desnttrificante-
removedor de NO3-  y NR= removedor de NO3'. 

Sistema CTMQH-r 

En el sistema CTMQH-r, la categoria fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-

(NFDENR) y Ia categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR) aportaron 

el 60% de Ia funcionalidad del sistema. Despues de un ciclo agricola, los miembros de seis 

categorias redujeron su abundancia; principalmente en Ia categoria nitrificante-

desnitrificante-removedor de NO3-. La categoria fijador de N disminuyo su aporte estructural 

en el sistema CTMQH-r. De acuerdo con Poly et al. 2001b las comunidades fijadoras de N 

disminuyen su abundancia en sistemas con aportes de N, pero principalmente en sistemas 

que no incluyen aporte de materia organica (Figura 21). 

Figura 21. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrogen en el sistema CTMQH-r despues de 
su implementaciOn. CT= labranza convencional, M= monocultivo, Q= fertilizacion quimica, H= control de arvense quimico, -
r= sin residuos. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-
desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO; y NR= removedor de NO3-. 

Sistema ZTIOh+r 

0 	 En el sistema ZTIOh+r, el 40% de la estructura funcional fue debida a Ia categoria 

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR). Despues de Ia implementaciOn del 
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• sistema a excepcion de los desnitrificantes y los nitrificantes-desnitrificantes-removedor de 

NO3-  todas las demas categorfas disminuyeron su aporte, principalmente los removedores 

de NO3-. Las perdidas de abundancia se observaron en epoca de Iluvia en casi todas las 

categorias. Al tarmino de Ia evaluaciOn, Onicamente los fijadores de N-nitrificantes-

desnitrificantes-removedor de NO3-  y los nitrificantes-desnitrificantes-removedores de NO3 

disminuyeron su abundancia a Ia registrada antes de Ia implementacion del sistema (Figura 

22). 

Figura 22. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrogen en el sistema ZTIOh+r despues de su 
implementacion. ZT= labranza minima, 1= intercalado, 0= fertilizaciOn organica, h= control de arvenses no quimico, +r= con 
residuos. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-
desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nibificante-desnitrificante-removedor de NO3,  NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= removedor de NO3-. 

Sistema ZTROh+ra 

El sistema ZTROh+ra, la categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  aporto el 

35% de Ia estructura funcional del sistema. Despues de la implementaciOn del sistema tres 

categorias registraron perdidas, principalmente Ia categoria nitrificante-desnitrificante-

removedor de NO3. Y en epoca de seca mas de cuatro categorias disminuyeron su aporte 

funcional. Al termino de Ia evaluacion, los nitrificantes-desnitrificantes-removedores de NO3 

disminuyeron su abundancia a la registrada antes de Ia implementacion del sistema en un 

20% (Figura 23). 

A 
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Figura 23. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrogen° en el sistema ZTROh+ra despues de 
su implementacion. ZT= labranza minima, R=rotacien, 0= fertilized& organica, h= control de arvenses no quimico, +p-- con 
residuos y a=avena. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de 
N-desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 ,' NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= removedor de NO3-. 

Sistema ZTROh+rm 

En el sistema ZTROh+rm, el aporte funcional de la categoria nitrificante-desnitrificante-

removedor de NO3-  fue del 42%. Despues de Ia implementaciOn del sistema cuatro 

categorfas registraron cambios negativos. El aporte funcional de al menos cuatro categorias 

fue menor en epoca de Iluvia. Y al termino del experimento tres categorias disminuyeron su 

aporte funcional (Figura 24). Por alguna razOn, las condiciones del sistema provocaron una 

disminucion de Ia categoria NR respecto al valor inicial de 2011. 
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Figura 24. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitr6geno en el sistema ZTROh+rm despues de 
su implementaci6n. ZT= labranza minima, R=rotaci6n, 0= fertilization organica, h= control de arvenses no quimico, +r= con 
residuos, m= maiz. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-
desnitrificante-removedor de NO3 ,-  NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3* y NR= removedor de NO3-. 

Sistema ZTRQH+ra 

Al igual que el sistema ZTROh+rm, las categorfas que caracterizaron al sistema fueron 

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR) y fijador de N-denitrificante-

removedor de NO3-  (NFDENR). En todas las evaluaciones, Ia participation de las categorias 

fijador de N-nitrificante- removedor de NO3-  (NFNINR) y desnitrificante (DE) fue menor al 

1%. Despues de Ia implementation del sistema cuatro categorfas aumentaron DE, DENR, 

NF, NFNINR. En 2023-S vs 2013-L las categorias NFDENR, NFNINR fueron favorecidas. 

En 2014-L vs 2013-S tinicamente NFNINR se incremento y en 2014-S vs 2014-L 

nuevamente una sofa categoria fue beneficiada (NF). En todas las evaluaciones, las 

categorfas con mayor aporte al sistema fueron DENR, NFDENR, NIDENR y NR (Figura 25). 
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Figura 25. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrogen° en el sistema ZTRQH+ra despues de 
su implementation. ZT= labranza minima, R=rotacion, Q= fertilization quimica, H= control de arvense quimico, +r= con 
residuos y a=avena. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO; NF= fijador de N, NFDENR= fijador de 
N-desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= removedor de NO3. 

Sistema ZTRQH+rm 

En el sistema ZTRQH+rm, Ia categoria fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3

(NFDENR) contribuy6 con el 32% de la estructura funcional del sistema. Al implementer el 

sistema de manejo agricola se disminuy6 eI aporte de tres categories, en especifico Ia 

categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR). En epoca de Iluvia de 

2014 cinco categorias registraron un descenso en su aporte funcional; sin embargo, fue el 

unico sistema en registrar en todas las categories de Ia evaluaciOn 2014-S un aumento 

respecto a la epoca anterior. Al termini:, de la evaluaciOn, el sistema disminuy6 su aporte 

funcional en las categories nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y fijador de N-

nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (Figura 26). 

[54] 



NFF.NN 
	 NFM,DENP. 

Ng ea. D€NR  

N NFR 

- 	• • — " 	••••• 

BACTERIAS DEL CICLO DEL NITR6GENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

• 
2013-L 2013 S 	 ZTROH+rtn 

N 0 

NO 
	

NO 

   

   

 

NO, 

 

2014-S 

Figura 26. Comportamiento de los grupos funcionales asociados al ciclo del nitrogeno en el sistema ZTRQH+rm despues de 
su implementacion. ZT= labranza minima, R=rotacion, Q= fertilizacion quimica, H= control de arvense quimico, +1= con 
residuos y m= maiz. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de 
N-desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= 
nitrificante-desnitrificante-removedor de NO; y NR= removedor de NO3-. 

En los diferentes sistemas de manejo agricola tres categories funcionales predominaron en 

la CBN, en especifico Ia categoria nitrificante-desnitrificante-removedor NO3-. En el tiempo, 

esta categoria disminuyo su aporte funcional en todos los sistemas, pero fue evidente en 

los sistemas CTMQH-r y ZTRQH+rm. De esta categoria, el goner° mas afectado fue 

Arthrobacter. El efecto de las practices agricolas, como labranza minima y aporte de 

residuos, sobre la abundancia relative del genero ya ha sido reportado (Ramirez-Villanueva 

et al. 2015). Sin embargo, en esta investigacion tambien se observo en sistemas 

• convencionales. 

La categoria fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  disminuyo su aporte 

funcional en todos los sistemas. A excepciOn del sistema CTMQH-r, en los dernas sistemas 

increment° su diversidad. La categoria registrO tres generos de la CBCN comtin a algun 

sistema, cinco de ellos a Ia CBCN comOn (Anaeromyxobacter, Burkholderia, Geobacter, 

Methylobacterium y Paenibacillus) y uno a la CBCN unica (Polaromonas). Si bien, la 

abundancia relative de estos generos fue menor a 0.007 algunos de ellos son importantes. 

Por ejemplo, Burkholderia es un heterOtrofo, promotor de crecimiento usa aminoacidos 

0 

	

	 simples, azocares, recalcitrantes aromaticos, compuestos fenoliticos es muy posible que 

participe en el intercambio de carbono (Aislabie et al. 2013, Souza et al. 2013), es favorecido 
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• en suelos con un alto contenido en materia organica y en sistemas con labranza cero 

(Souza et al. 2015). Herbaspirillum es una bacteria endefita estrictamente asociada a raices 

de avena y altamente eficiente para fijar N (Soares et al. 2006, Kraiser et al. 2011). Existe 

evidencia que los miembros del orden Myxococcales son los menos afectados por las 

practicas agricolas (Ceja Navarro et al. 2010). En este estudio Anaeromyxobacter (orden 

Myxococcales) disminuy6 su abundancia bajo las condiciones del sistema ZTROh+ra. 

En los sistemas con labranza minima era de esperar que las comunidades fijadoras de N, 

nitrificantes y removedor de NO3-  incrementaran en diversidad y abundancia. Pero, no se 

tenia contemplado que estas comunidades pudieran participar en el proceso de 

desnitrificaciOn. Lo que ratifica que los sistemas con labranza minima emiten mayores 

concentraciones de N20 a diferencia de los sistemas con labranza. Six et al. (2004), 
• 

	

	
consideran que Ia adopciOn de tecnicas de agricultura de conservacion, y en especial de 

siembra directa, tienden a incrementar el contenido de agua del suelo esto disminuye Ia 

cantidad de aire en el perfil del suelo y promueve Ia desnitrificacion y emisi6n de N20. A su 

vez, una mayor compactaciOn en suelos bajo siembra directa, especialmente en los 

primeros anos, puede estimular una mayor emisiOn de N20. No obstante, tambien se ha 

serialado una posible reducci6n de las emisiones de N20 si se mantiene la siembra directa 

durante un largo periodo. 

La categoria NR ocupo el cuarto lugar en aporte estructural en los diferentes sistemas de 

manejo agricola. La categoria disminuy6 su aporte funcional en el sistema ZTROh+rm. En 

los sistemas CTMO3Or y CTMQH-r el aporte de los generos Amycolaptosis y 

Prochlorococcus (=-0.01) fue significativo. Amycolaptosis pertenece a las Actinobacterias, 

las cuales se caracterizan por su capacidad para producir antibioticos y metabolitos 

secundarios y con ello excluir algunas bacterias (Soares et al. 2006) posible causa de su 

incremento en estos sistemas. Mientras que Ia diversidad de generos registrada en los 

sistemas ZTRQH+ra y ZTRQH+rm origine el incremento. El aporte de Ia categoria en los 

sistemas con labranza minima y fertilizacion organica (ZTIOh+r, ZTROh+ra y ZTROh+rm) 

fue bajo. Es posible que Ia perturbacion de esta categoria en el sistema ZTROh+rm sea 

provocada por Ia combinacion labranza minima y aporte organic°. 
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• X CONCLUSIONES 

Despues de tres anos de implementar los diferentes sistemas de manejo agricola, los 

cambios registrados y analizados de Ia CBN confirman que la diversidad en los diferentes 

sistemas de manejo agricola es variable, oscilante y su abundancia total disminuye en el 

tiempo. 

Al estratificar Ia CBN se identifica un grupo de 37 generos comunes a los diferentes 

sistemas de manejo agricola que facilita identificar los cambios originados por dichos 

sistemas. Adernas, hay otro grupo reducido de ganeros (17 ganeros) comunes a los 

diferentes sistemas de manejo agricola que no son afectados por la implementacion de un 

sistema de manejo agricola. Los cuales podrian ser utilizados como indicadores de calidad 

en suelos que han estado sin use agricola. 
S 

Los filos Proteobacteria, Actinobacteria fueron grupos predominantes en los diferentes 

sistemas de manejo agricola. Las condiciones de humedad de los sistemas con labranza 

minima y residuos organicos favorecieron al filo Gemmatimonadetes. En lo referente a los 

diferentes sistemas de manejo agricola el sistema ZTIOh+r, ZTROh+ra y ZTRQH+rm 

destacan por registrar diversidad bacteriana y equilibrio funcional. 

Las categorias DE y DENR no son las Cinicas relacionadas a las emisiones de gases de 

efecto invernadero (NO2), adicional a ellas se identifican a las categorias fijador de N-

desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR), fijador de N-nitrificante-desnitrificante-

removedor de NO3-  (NFNIDENR), nitrificante-desnitrificante- removedor de NO3-  (NIDENR) 

y removedor de NO3-  (NR). Esta!Um categoria tiene una participaciOn considerable en Ia 

funcionalidad de los sistemas con labranza minima. 

Los sistemas de manejo agricola que incluyen labranza minima, incorporaciOn de residuos, 

rotaci6n e intercalado de cultivos funcionalmente son mas equilibrados que los sistemas 

convencionales. Sin embargo, existe una posibilidad alta de que sean sistemas que emiten 

altar concentraciones de gases de efecto invemadero. 

Bajo este estudio preliminar del comportamiento de Ia CBN se generaron nuevas 

perspectivas de desarrollo por un lado identificar si existe una correlacion de la CBN con la 

comunidad excluida en el presente trabajo. El estudio de los miembros de las categorias 

fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-  y nitrificante-desnitrificante-removedor de 

NO3-  pars ser usados como indicadores de calidad en suelos agricolas. 
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AN EXOS 

Toma de muestra de suelo 

1. Ubique el punto a muestrear y con una barrens extraiga una muestra de suelo. Si son varios los 

puntos muestreados de un mismo sitio; primero homogenice la muestra y despues pase sobre un 

tamiz de 80 mallas. Tome tres muestras como minimo. 

2. En tubo falcon de 50 mL o un tubo eppenfor de 5mL coloque la muestra de suelo y vierta nitrogeno 

liquido. 0 bien puede colocar la muestra dentro de una bolsa de plastic°. 

3. Cada muestra debe estar debidamente etiquetada con el nombre del sitio, geo-referencia, fecha y 

nombre del colector. Coloque las muestras dentro de una hielera. 

4. Almacene la muestra o muestras a -70°C si no realizara la extraccion de DNA genomico 

enseguida. 

Pre-tratamiento de muestra de suelo. 

1. En un tubo Falcon® de 15 ml (o eppendorf de 1.5 mL) pese 0.5 g de muestra. 

2. Adicione 1 ml de pirofosfato al 0.15 M y agite en Vortex hasta homogenizar la soluciOn (de 3 — 5 

minutos). Dependiendo de la disponibilidad de las centrifugas, puede centrifugar a 4000 rpm por 

10 minutos, 7000 rpm por 7 min o 10,000 rpm por 5 min. 

3. Elimine el sobrenadante y repita el proceso a partir del paso dos hasta que el sobrenadante sea 

casi trasparente. Nota: Si en el primer lavado el sobrenadante no es negro, es muy probable que 

el pirofosfato ester mal preparado. 

Figura Al. Prelavado de suelo con pirofosfato. A) primer lavado y B) despues de cinco lavados 

4. Despues de eliminar el sobrenadante adicione 1 ml de buffer de fosfatos 

5. Agite en vortex hasta homogenizar la soluci6n (1 -2 min). Dependiendo de la disponibilidad de las 

centrifugas, puede centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos, 7000 rpm por 7 min o 10,000 rpm por 5 

min. 

6. Elimine el sobrenadante y repita el procedimiento a partir del paso cinco hasta eliminar la turbidez 

y obtener un sobrenadante claro (minimo 2 veces maxim° 5 veces). 

Soluci6n de pirofosfato de sodio 0.15 M 

1. En un matraz limpio y esteril de 500 mL vierta 16.72 g de Na4P207.10 H2O y adicione 200 ml de 

agua destilada esteril 

2. Coloque en agitaci6n hasta disolver las sales y afore a 250 mL 

3. Esterilice por calor hurtled° a 15 Ib, 115 °C, 15 min. 
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4. 	Almacenar a temperatura ambiente. 

Solucian buffer de fosfato de sodio 0.15 M pH 8 

1. En un matraz limpio y esteril de 500 mL vierta 5.17 g de NaH2PO4 y adicione 200 ml de agua 

destilada esteril. 

2. Coloque en agitaciOn hasta disolver las sales y afore a 250 mL. 

3. Esterilice por calor hilmedo a 15 lb, 115 °C, 15 min. 

4. Almacene a temperature ambiente. Nota: esta solucion tiene una caducidad aproximada de 2 

semanas. 

Extraccion de DNA gen6mico (Protocolo NucleoSpin Soil®) 

Preparacion de muestra 

	

1. 	Coloque 250-500 mg de muestra en el tubo NucleoSpin® Bead, adicione 700 pL de la solucion 

• SL1 o SL2. 

Lisis de muestra 

2. Adicione 150 pL Enhancer SX 

3. Agite en un Vortex durante 5 min con el tubo de forma horizontal. 

4. Centrifugue la muestra durante 2 min a 11,000 x g 

5. Recupere el sobrenadante y coloque en un tubo eppendor de 1.5 mL. 

6. Adicione 150 pL SL3, mezcle durante 5 s un Vortex, coloque la muestra durante 5 min a una 

temperatura entre 0-4 °C y centrifugue a 11,000 x g durante 1 min. 

Filtrado de muestra 

7. Recupere el sobrenadante y vierta en la columna NucleoSpin® Inhibitor Removal Columna (tapa 

anaranjada) 11,000 x g, 1 min 

8. A la solucion filtrada adicione 250 pt. SB y agite en Vortex durante 5 s. 

9. Vierta 550 pL de la muestra en la columna NucleoSpin® Soil Column (Tape verde), centrifugue a 

11 000 x g durante 1 min y deseche la solucion filtrada. 

Lavado de membrana de silica 

10. 1st 500 pL SB 11,000 x g, 30 s 

11. 2nd 550 pL SW1 11,000 x g, 30 s 

12. 3rd 700 pL SW2 Vortex 2 s 11,000 x g, 30 s 

13. 4th 700 pL SW2 Vortex 2 s 11,000 x g, 30 s 

14. 5th 700 pL SW2 Vortex 2 s 11,000 x g, 30 s (paso adicionado al protocolo) 

15. Secado de membrana: 11,000 x g, 2 min 

16. Elute DNA: 30-100 pL SE RT, 1 min 11,000 x g, 30 s. Nota: puede usar agua libre de DNAsas 

para recuperar el DNA gen6mico. 

Verificacion de calidad de DNA gen6mico 

1. En un matraz de 150 mL limpio y esteril coloque 0.200g de Agarosa y vierta 20 mL de agua 

destilada esteril. 

2. Agite suavemente la soluci6n y caliente hasta disolver el agar. 
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3. Vierta 300 pL de TAE50x y 1 pL de red gel a la solucidn de agar, agite suavemente y caliente unos 

segundos (5 a 10 s). 

4. En una base para gel limpia coloque el peine y selle los laterales de la base. Vierta la solucidn y 

espere a que solidifique. Una vez que el gel se solidified puede colocar en refrigeraci6n unos cinco 

minutos antes de usar. 

5. Coloque la solucidn de TAE lx en la camara de electroforesis, sumerja el gel y remueva el peine 

con cuidado. Recuerde que el gel se coloca con los pozos hacia el lado negativo. 

6. En un contenedor con hielo coloque la muestra o muestras de DNA gendmico a verificar, marcador 

de peso molecular y el buffer de carga. 

7. Sobre un pedazo de parafilm coloque de 1pL de buffer de carga y de 1 a 2 pL de muestra mezcle 

perfectamente la solucidn. 

8. Configure la micropipeta pars cargar toda la solucidn y vierta sobre uno de los pozos. Repita el 

paso 7 y 8 dependiendo del numero de muestras. 

9. Encienda la fuente de poder y configure a 80-100 V y presione el bot6n "Run". Si el equipo lo 

permite configure el tiempo a 30 minutos. 

10. Pasado los 30 min saque el gel de la camera y coloque en la base limpia de un trasiluminador de 

luz ultravioleta (UV). Antes de encender el equipo coldquese lentes. 

Cuando realiza una verificacion de DNA gendmico puede o no usar un marcador de peso molecular. Si decide 

usar el marcador de peso molecular puede usar una dilucion 1:10. De preferencia, coloque el marcador de peso 

molecular en el primer pozo yen el segundo pozo un control negativo (buffer de carga con agua desionizada). 

Para lograr una imagen limpia del gel puede enjuagar el gel con agua antes de colocar en trasiluminador de luz 

UV. 

Pureza y concentracion de DNA genomico 

1. Homogenice la muestra de DNA gendmico yen un tubo eppendorf de 250 pL coloque una alicuota 

(4-10 pL) de la muestra. Almacene nuevamente la muestra de DNA gendmico a -20°C. 

2. Coloque el tubo eppendorf con la alicuota sobre una base con hielo. 

3. Antes de cuantificar la concentracidn y pureza de DNA gen6mico calibre el espectrofotdmetro con 

agua desionizada. 

4. Una vez que ha calibrado el espectrofotometro coloque un microlitro de agua desionizada como 

blanco. 

5. Limpie la base del espectrofol6metro con papel sin ejercer presidn o daflar la base 

6. Coloque un 1-2 pL de la muestra de DNA gen6mico y cuantifique la coneentracidn de y pureza de 

DNA. Y repita el paso cuatro. 

Embalaje de muestras para su secuenciacion masiva 

En un tubo eppendorf de 250 mL se coloco una alfcuota de 40 pL de DNA gen6mico y se rotuld con el nombre 

de la muestra. El borde del tubo fue sellado con parafilm. Cada tubo fue colocado en un contenedor de carton 

con separaciones para tubos eppendorf. 

En la tapa del contenedor se colocd una etiqueta con el ntimero de tubo, el nombre de la muestra, la 

concentracion, los valores de absorbancia y una fotografia de la verificaciOn de la calidad de cada muestra de 
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• DNA genomico. El contenedor fue envuelto con una cubierta de plastic° con burbujas de aire y fue colocado 

dentro de una caja de unicel con bolsas de gel congeladas. 
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Figura 1A. Presencia de especies bacterianas asociadas al ciclo del N en suelo de todos los sistemas de manejo agricola 
• pare la produccien de maiz nativo (Zea mays L.) en el Municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 

2013 y 2014. • presencia. 

Cuadro 1A. Comunidad bacteriana asociada al ciclo del N de suelo de todos los sistemas de manejo agricola para la 
produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el Municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos 
agricolas 2013 y 2014. 

.1 	j 1 
1 1 1  1 

AcIdobactorla 
AcIdobacterlla 

Acleobacterlolo• 
Acid:Amok...a 	 Acidobacterium 	NR 

Candidatus 
Acidobacteriaaaa 	 Koribacter 	 DE 
Acidobactedauae 	 TerOolobus 	 NR 

Sollbacterea 
Sollbacteralas 

Candidatus 
Solibecteracoae 	 Solibecter 	 DENR 

Acenobactarta 
ActInobactelia 

Actinomycetal•• 
Achnomyostacese 	 Acenomyces 	 NIDENR 
Ceillolomonodeceee 	 Cellulomonas 	NIDENR 
Dermabacteraaae 	 Brachybacterium 	NIDENR 
DioUlaceaa 	 Dietta 	 NR 
Frenkiau. 	 Frankia 	 NFNR 

	 • 
Geoclermatophilauare 	 Btsstocoaus 	NIDENR 
Glycomyabaea 	 Glycomyces 	 NR 
Glycomycataceme 	 Stackebramdtia 	NIDENR 
Gordoniacese 	 Gordonia 	 NIDENR 
Mieroopccaceaa 	 Arthrobacter 	 NIDENR 
Micrococuceae 	 ki kr! =OOP. 	NR 
Micromonosporacene 	 Acanoplame 	NIDENR 
Micromonosporacea• 	 Micromonoapora 	NIDENR 
Mycobecteriaceike 	 Mycobacterium 	NIDENR 
Nocardiaceee 	 Nocardia 	 NIDENR 
Nourdiace. 	 Rhodococcua 	NIDENR 
Nourdioidaceaa 	 Acenopolyrnorpha 	NR 
Nourdioidaceae 	 Kribbella 	 NIDENR 
Nocardioidaceae 	 Marmoricola 	 NR 
Nocardioidoceaa 	 Nocardiddee 	NIDENR 
Nocardiops•ceae 	 Nocardiopais 	NIDENR 
Nocarthopeaceae 	 ThermoblIkla 	DENR 
Promicromonoeporacataa 	 PrornIcrornaloapora NR 
Puudonocardiapae 	 Aclinokineospor• 	NR 
Paeodonocardiaceae 	 Amycolatopale 	NR 
Stoptomwetauee 	 Steptomycas 	NIDENR 

Rubrobacleoralas 
Rubrobactaraceee 	 Rubrobacter 	 NIDENR 

Sollrubrobacterales 
Conexibacteracea• 	 Conexibacter 	NIDENR 

Bactaroldates 
Bocteroldla 

Etacteroldal. 
Bacteroidaceae 	 Bacteroidea 	 NR 

Cylophagla 
Cylophagelipe 

Cytophagacese 	 Cytophag• 	 NR 
Cytophavaceaa 	 Dyadobacter 	 DENR 
CYtoObapauee 	 Flexibacter 	 DE 
Cytoplwaceele 	 Hyrnenobactar 	DENS 
Cylophagacaae 	 Pontibacter 	 NF 
Cytophagauue 	 Spirosoma 	 NR 

Flavobactarlla 
Flavobacterialoa 

Flavobachariaceae 	 EizabethkIngla 	DE 
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Fleyobutenacese 	 Flavobactenurn DENR 	 • • 	 • 
SphIngobactetila 

SphIngionactalialos 
Saprospiraceae 	 Haliscomenobacter DENR 

SphIngobatta 
dla 	 Sinensonsctensusse 	 Speingolisciarlum 	NR 

Chloroflaz 

An...011116as 
Anserolineales 

Aneerolineaceae 	 Anaerohnee 	DENR 

Celdilinsalas 
Coldllineacese 	 Caldihnes 	 DENR 

Chlorofisala 
Cbloroftesales 

Chloreexacese 	 Chloconesus 	DENR 
Roseiflesause 	 Roseillexus 	NFDENR 

Harpetoslphonsies 
ii•realeephen•ceaa 	 Naremosiinlon 	DENR 

Dahalococcoldla 
Dehalococcoldslas 

Dehalococcoidacese 	 Dehalococcoides 	NF 
Tbsrmomicrobla 

Spbeerobactstralas 
Sphaerobactersmeae 	 Sphaerobentec 	DENR 

Thermomkroblaiss 
Thermomicroblaceae 	 Therrnornicrobium 	DE 

Unclassiflad 
Unclassified 

Unclassified 	 Kouleothra 	NR 
Cyanobaclatia 

Unclassified 
Chroccoculas 

Unclassified 	 Cyanobacterium 	DENR 
Unclassified 	 Synechococcus 	NFNR 

OscIllatorlaiss 
Unclassified 	 Arthrosplra 	 NR 
Unclassified 	 Leptolyngbya 	NR 
Unclassified 	 Oscillated. 	 DENR 
Unclassified 	 Trichocoless 	NF 

Plettrocepules 
Unclassified 	 Chroosoccidiopsis 	NFDENR 

Prochlorales 
Prochlorococcacese 	 PrecMorococcus 	NR 	 • 

Delnococcus-Thannus 
Delnococci 

Delnococcales 
Deinococcacese 	 Deinococcus 	NR 

Thormales 
Thermaceae 	 kleiotherrnus 	NIDENR 

Thermos 	 NIDENR 
Fire...des 

BeG1111 

Baas.. 	 Bacillus 	 NIDENR 
PaenibecAleceee 	 Brevibacillus 	NR 

NFNIDE 
Paenibimillaceee 	 Feenibacillus 	NR 
Planococcacese 	 Sporosarcina 	NR 
Staphylonnn,acese 	 Elaphyln,na,s 	NIDENR 

LactobacillAes 
Laclobadgeceas 	 LactobaciNus 	NIDENR 
Streptococcaceee 	 Streptococcus 	NI 

Clostridia 
Clostrldial•• 

Cloetridiauae 	 Clostridium 	NFNR 
Clostridiales Family XVII 
Incense Sedis 	 Thermaerobacter 	DENR 
Eubecteriacese 	 Eubacterium 	NF 
Oscillospirecese 	 Oscillibecler 	NR 

Candidatus 
Paplococcaceser 	 Desuilandis 	NF 
Pept000ccaceee 	 Desulfosporosinus NFDENR 
Syntrophomonadagee 	 Syntrophomonas 	NFNR 

Thannoaniserobactondos 
Thermosnaerobacteracese Carboxydothennus DEAR 	 • 
Thermosnaerobacteracese 	Moorella 	 NF 

Thermoaneerobscle 
Thermoanaerobecteracese 	 NR 

Fusobacteria 
Fusobacterfia 

Fusobacteriales 
Fusobacterlacea• 	 Fusobacterium 	NF 

O•mmatnonadistes 
Oemmatimonadstes 

Eternmaterionsdales 
Gernmatimonadacase 	 Gernmetlmones 	DENR 

Ignavlbacterlso 
19...Wasted. 

Ignavlbactorlalos 
IgnasIbacteriaceria 	 lonayibacterium 	DENR 	 • 

NittospIrs 

NItrospira 
antrospiral•• 

NitrosPil•c•ile 	 Nitrospira 	 NIDENR 
Planclomycates 

Planctomycetia 
Planctomysetales 

Plenctornycetac.le 	 Isosphaere 	 NR 
Planctornycatacese 	 Pirrluia 	 NR 
Planctomycatecese 	 Planctomyces 	NF 
Planctomycetacese 	 Rhodopirellula 	NR 
Planclomycelacese 	 SInpulisphaers 	NR 

Proleobactscia 
Alphaprolsobacterla 

Caulobacteralas 

[66] 



BACTERIAS DEL CICLO DEL NITROGENO EN DIFERENTES SISTEMAS DE MANEJO AGRICOLA 

• 

• 

O .°11MIW W11E1 
Csulobacter.sse 	 Asecce.u. 	NR 
Csulobscierauss 	 Csulobecter 	DENR 
Csulobecters.. 	 Phonylobootent. NORMS 

Paroularoulale• 
Parvularculacs. 	 Parvularcula 	NR 

Rhliobls/es 
Bredyrhizobis.se 	 Bose. 	 NFDE 
Bradohliobisceas 	 Bradyrhizoblum 	NFDENR 
Elradyrhimblauss 	 Nitrobsoter 	NIDENR 

Rhodoossudomons 
Bradyrhitobie.. 	 NFDENR 
Bruce... 	 Othrobscirum 	NIDENR 
Hyphomicrobisce. 	 Devoe. 	 NR 
Hyphomicrobisone 	 HyphonOcrolouln 	NFNINR 
Nyphornicrobiacees 	 Rhodoplanse 	NF 

NFNIDE 
Mothylobacteriscese 	 Melhylobsclerken 	NR 
Phyllobsclerisuss 	 Arninobscbsr 	NF 
Phyllobederiscess 	 Mesorhizoblurn 	NFDENR 
Phyllobecterimuss 	 NIgstreductor 	NFDENR 
Phyllogsclerlause 	 Th.rroos. 	NR 
Rhlioblause 	 Rhixoblum 	NFDENR 
Rhizoble.s. 	 Sinorhi.bium 	NFDENR 

Rhodobacteralos 
Rhode...recess 	 Parscoccus 	NIDENR 
Rho...dermas. 	 Rhodoesoter 	NFDENR 

FthodosprIllak. 
Acetobscierauss 	 Autob.cSr 	NR 

Granulibscter 	NR 
Acetobacterecese 	 Parscrsurneoo,a 	DE 
Aatobaclerecese 	 Roseomongs 	DE 
RhodospINIacess 	 Azogsrelum 	NFDENR 
Rhodospirelause 	 Inguilinus 	 NF 
Rhodospirillauss 	 Rhodospollfise 	NFDENR 
Rhodosolrillece. 	 Sksrmonells 	NF 

BphIngomonadal. 
SphIngomonadeosse 	 No.sphIngobium DENR 
Sphingoolonad.e. 	 Sphingobiurn 	NR 
Sphingomonsidscsas 	 Sphingornon. 	NFDENR 

Unclassified 
UncIssallied 	 Mluvibno 	NIDENR 

Betsproteebsetorla 
Burkhold.lal. 

Alosligenscess 	 Achromobac. 	NINE 
Alesligenatese 	 Alcaligsnes 	DENR 

NFNIDE 
Burkholder's.. 	 Burkholderis 	NR 
Burkholderlacese 	 Cupri.Idus 	NFNINR 
Gurkha...ca. 	 Ralstonia 	 NIDENR 

NFNIDE 
Coolarnonadsoess 	 Polaromonas 	NR 
Comamoned•cese 	 Varlovorax 	NIDENR 

NFNIDE 
0.1obecteracese 	 Herbaspirleum 	NR 
Pealobadersuss 	 Maui. 	 NIDENR 

Methylophilsce. 	 MCMybWdtlu. 	NR 
Nibesomonsdales 

Nitrosorn.sdaceos 	 Nitrosomon. 	NIDENR 
Nitrowomooads.se 	 Nitrosovibrio 	NI 

ENollaprobsobaelerla 
Bdollovlbrlosalos 

Bdellovlbrions.. 	 Bdellovlbrio 	DENR 
OssulfevlbrIonalss 

Desullovlbrionacees 	 Desultmlbrio 	NFDENR 
Dosulfuromonadalos 

Geobsciers.as 	 Geoalkslibsctsr 	DENR 
NFNIDE 

Geobactersosse 	 G.ob.dw 	NR 
Pelobactersos. 	 Pelobooter 	NFNR 

lAysocoecal. 
NFNIDE 

Anserornyeobsclereosa. 	Ansoroloyzobsoler NR 
lAyoococoscese 	 Coralloo.cus 	NR 
klysococesces• 	 Mys000ccus 	DENR 
Po! feoilIs... 	 Sorengiurs 	DENR 
Sandaracinacese 	 Sandarsclous 	NR 

Byneophobacemales 
Syntrophease 	 Syntrophus 	NR 

Synlrophobsciscal. 
Syntrophobactera.se 	Syntrophobscter 	NFDENR 

Gammsproloobas.rls 
AsIdlthlob.11.1.• 

NFNIDE 
A.IINobsollIscess 	 Aokethlobsodlus 	NR 

Chromate.. 
Chromataes. 	 1,4 itIOSOCOGOLIB 	 NIDE 

NFNIDE 
Enterobacteria.. 	 Panto. 	 NR 

Leglon.11aceas 	 Legion.11s 	DE 
Ocunosphillsles 

AlcanIvascacese 	 AlcaNvor. 	NIDENR 
Halanionadsceas 	 Hslornonas 	NIDENR 

Pseudomonadal. 
Moresellacea• 	 AcIneloboder 	DENR 
Pseudomonsdacese 	 CANbrlo 	 DENR 
Pesudornon.acsae 	 Pasudomonss 	NIDENR 

Thlotrlehal. 
TNolricheosse 	 Boggle. 	NFNR 

Xanthorsonadales 
Xsolhomonsd.e. 	 Dyella 	 DENR 
Xsolhomonsdace. 	 Lyaob.cyer 	NF 
Xenthomonedece. 	 Rhodanobsolst 	DENR 
Xsothomonsdace. 	 Slenotrophomonss NIDENR 

SpIrochsetes 
Spleochaatls 
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Spirochaotales 
Spirochaeteceas 	 Spirochaate 	NF 

Vamucomlerobla 
°Wham. 

Opitutelos 
Opitutacese 	 Opindus 	 DENR 

Punicolcoccalos 
Puniceicoculues 	 Coraliomargarita 	NFDENR 

WerucomIcroblas 
VorrucomIcroblales 

Verrummicrobiecem 	 Verrucomicroblum 	NF 

DE= desnitrrficante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-, 
NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO,-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= 
removedor de NO3-. 

Cuadro 2A. Generos de la CBN Unica de todos los diferentes sistemas de manejo agricola para la produccion de maiz nativo 
(Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 2013 y 2014. 

Filo 	 GCnero 	 DE DENR NF 	NFDENR NFNIDENR NFNINR NIDENR NR 
Acidobacteria 	Terriglobus* 
Actinobacteria 	Blastococcus 
Actinobacteria 	Dietzia 
Actinobacteria 	Marrnoricola 
Actinobacteria 	Micrococcus 
Actinobacteria 	Stackebrandtia 
Actinobacteria 	Thermobifida 
Bacteroidetes 	Elizabethkingia 
Cyanobacteria 	Synechococcus 
Deinococcus-Thermus Thermus 
Firmicutes 	 Candidatus Desulforudis 
Firmicutes 	 Desuffosporosinus 
Firmicutes 	 Lactobacillus 
Firmicutes 	 Oscillibacter 
Firmicutes 	 Staphylococcus 
Firmicutes 	 Thermaerobacter 
Proteobacteria 	Acetobacter 
Proteobacteria 	Alcaligenes 
Proteobacteria 	Alcanivorax 
Proteobacteria 	Beggiatoa 
Proteobacteria 	Halomonas 
Proteobacteria 	Inquilinus 
Proteobacteria 	Polaromonas 
Proteobacteria 	Ralstonia 
DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-
, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= 
removedor de NO3". 
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Figura 2A. Abundancia relativa de la comunidad bacteriana asociada al ciclo del nitn5geno comun de los diferentes sistemas 
de manejo agricola para la producci6n de malz (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los 
ciclos agricolas 2013 y 2014. ZT= labranza minima, CT= labranza conventional, 1= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 
0= fertilization organica, Q= fertilization quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quirt-floc), +r= con 
residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena. m: abundancia relativa mayor 1%. Color gris 
obscuro : 0.001 < abundancia relativa 5 0.01. Color gris clam: abundancia relativa 5 0.001. 
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• 
Cuadro 3A. Generos de la CBN comen a algunos de los diferentes sistemas de manejo agricola para la producci6n de main 

nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlen, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 2013 y 2014. 

Comoro 	 Catogorla 	LB 	CTMOclOr 	CTMOH-r 	ZTIOMr 	ZTROMra 
Flesbacrar 	 DE 	 • 	 • 
Thermomicrobium 	 DE 	 • 
Acinetobacrar 	 DENR 
Anew°Nnea 	 DENR 
Garboxydothem. 	 DENR 
Gyanobacrarklm 	 DENR 
Hallscomenobadar 	 DENR 
lananbactorium 	 DENR 
1.1prococcua 	 DENR 	 • 
O.'Nato. 	 DENR 
Rhodenobacter 	 DENR 
Sorangium 	 DENR 
Ananobacier 	 NF 
Eubacierium 	 NF 
Fusobactarann 	 NF 
Ponlbadr 	 NE 
Rhodoplan. 	 NE 
Spirochaera 	 NF 
Elosaa 	 NFDENR 
Gorakomerparka 	 NFDENR 
DewIlovibrIo 	 NFDENR 
Rhodobacter 	 NFDENR 
Sinorhi,oblum 	 NFDENR 
Ackathiobacillus 	 NFNIDENR 
HarbaapiriIlum 	 NFNIDENR 
Panic. 	 NFNIDENR 
arachytractarlinn 	 NIDENR 
Gordonia 	 NIDENR 
Alicavibrio 	 NIDENR 
1.030LOCLUS 	 NIDENR 	 • 
Niamomon. 	 NIDENR 
Nitroaovibrio 	 NIDENR 
Ochrobacatan 	 NIDENR 
Paracoccua 	 NIDENR 	 • 
Act noldnaospora 	 NR 
Actinopolymorpha 	 NR 
Aravospaa 	 NR 
Asticcacauks 	 NR 
Bactaroidas 	 NR 
Brevibacillua 	 NR 
Corallococcus 	 NR 
Gyfophaga 	 NR 
Glycomycsa 	 NR 	 • 
Granulbacrar 	 NR 
laosPhaara 	 NR 
Lopfolyngbya 	 NR 
PrwWcuM 	 NR 
Rhodopirellula 	 NR 
Sandarac'''. 	 NR 
Splosome 	 NR 
Thermoanatrotracter 	 NR 
Thermovum 	 NR 	 • 

ZTROMrm 	ZTROH•r• ZTROH•rm 

   

   

   

LB= linea base, ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R=rotacirin, M=monocultivo, 0= fertitizacion organica, 0= 
fertilizaciOn quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de 
residuos, m= ma iz y a=avena. 
DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-, 
NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= 
removedor de NO3-. 
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13 RESUMEN 

	

14 	La intensification de la production agricola y el suministro de fertilizantes nitrogenados sinteticos, 

	

15 	ha perturbado el equilibrio de diferentes ciclos biogeoquimicos, los cuales son determinados en gran 

	

16 	medida por la action de diferentes microorganismos. El prop6sito del presente trabajo fue conocer la 

	

17 	diversidad y abundancia de bacterias asociadas al ciclo del Nitr6geno (N) en diferentes sistemas de 

	

18 	manejo agricola para la production de maiz nativo (Zea mays L.). La unidad experimental se ubica 

	

19 	en Cocotitlan, Estado de Mexico. Las estrategias utilizadas para la production de maiz nativo fueron: 

	

20 	tipo de labranza (convencional: CT, minima: ZT), manejo de cultivo (rotation: R, monocultivo: M e 

	

21 	intercalado: 1), fertilizaciOn (quimica: Q y organica: 0), control de malezas (quimica: H, organica: h) 

	

22 	e incorporation de residuos (+r: mas residuos, -r: sin residuos y 30r: 30% de residuos). Se realizaron 

	

23 	tres muestreos: linea base, ciclos agricolas 2013 y 2014 dos muestreos (epoca de Iluvia y seca). La 

	

24 	extraction de DNA genomico se realize) con el kit NucleoSpin® Soil. El rendimiento y pureza del 

	

25 	gDNA se efectuo en el espectrofot6metro NanoDrop 2000 (Thermo ScientificTM). La Comunidad 

	

26 	Bacteriana Asociada al Ciclo del N (CBN) de los suelos de todos los diferentes sistemas de manejo 

	

27 	agricola se distribuyO en 15 filos, 28 clases, 58 ordenes, 98 familias, 164 generos y 13 especies. En 

	

28 	los que se incluyeron fijadores de N (9%), desnitrificantes (64%) y algunos generos con mas de un 

	

29 	tipo de metabolismo relacionado al ciclo del N (%). Los sistemas con mayor diversidad fueron los 

	

30 	sistemas con labranza minima. La abundancia total en cada sistema disminuyo en el tiempo. En la 

	

31 	CBN comer) a los diferentes sistemas de manejo, el sistema ZTIOh+r fue el mas abundante y el 

* 

	

32 	sistema ZTROh+ra el mas diverso. La diversidad en los diferentes sistemas de manejo agricola es 

	

33 	variable, oscilante sin patrones asociados a condiciones de temporada y su abundancia total 



• 34 	disminuye en el tiempo. Los filos Proteobacteria, Actinobacteria fueron grupos predominantes en los 

35 	diferentes sistemas de manejo agricola. Los sistemas de manejo agricola que incluyen practicas de 

36 	manejo de bajo impacto ecologic° funcionalmente son mas equilibrados que los sistemas 

37 convencionales. 

38 	Palabras clave: ciclo del Nitrogen°, Proteobacterias, Diversidad bacteriana, metabolismo energetic°. 

39 1. INTRODUCCION 

40 	El suelo es una entidad dinamica con multitud de procesos geoquimicos y biologicos que muestran 

41 	una elevada heterogeneidad espacial y temporal, lo que ha llevado a implementar indicadores 

42 	asociados a las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del mismo (Astier et al., 2002, Cereal y 

43 	Melgarejo 2005, Segueda et al., 2011) como una herramienta de monitoreo para obtener infonnaciOn 

44 	sobre los cambios en cuanto a sus propiedades, procesos y caracteristicas al someterse a diferentes 
• 
	

45 	manejos y condiciones (Astier et al., 2002). 

46 	La microbiota del suelo cambia rapidamente ante cualquier alteration o manejo del suelo (Bending 

47 	et al., 2004); varia estructural y funcionalmente dependiendo del tipo de suelo, el contenido de 

48 	humedad, la temperatura, el pH, el oxigeno, los minerales y la vegetation (Hayden, 2010) por lo que 

49 	se considera un indicador sensible en los cambios del mismo. Los indicadores propuestos hasta el 

50 	momento para analizar el comportamiento de la microbiota del suelo incluyen: tasa de respiraci6n, 

51 	tasa de descomposiciOn de residuos vegetales, NitrOgeno y Carbono de la biomasa microbiana (Cruz 

52 	et al., 2004). 

53 	Durante los illtimos alios se han iniciado investigaciones sobre la microbiota del suelo para 

54 	comprender su funcion, su intervention en los ciclos biogeoquimicos, su perturbation ante el 

55 	ambiente y manejo de los agrosistemas. Anteriormente, hablar de su comportamiento en el contexto 

• 56 	del suelo era complicado debido a que su estudio era posible siempre y cuando se aislaran bacterias 

57 	cultivables. Con el surgimiento de las tecnicas moleculares y en especifico el desarrollo de la tecnica 

58 	de la reaction en cadena de la polimerasa (PCR por us siglas en ingles) se amplio la posibilidad de 

59 	estudiar y con ello comprender el funcionamiento de la microbiota del suelo. 

60 	La intensification de la producciOn agricola y el suministro de fertilizantes nitrogenados sinteticos en 

61 	los suelos agricolas, ha perturbado el equilibrio de transformation de diferentes ciclos 

62 	biogeoquimicos, los cuales son determinados en gran medida por la action de diferentes 

63 	microorganismos (Kartal et al., 2012) por ejemplo el ciclo del Nitregeno. 

64 	La importancia del ciclo del NitrOgeno no radica unicamente en los requerimientos de los cultivos. 
• 
	

65 	Va mas alla; de no existir, el nitrogen° fijado y transformado no pasaria a la cadena alimenticia de tal 



66 	manera que ningen organismo podria existir a excepciOn de las bacterias, que se han adaptado a 

67 	diferentes microambientes para obtener su fuente de energia. 

68 	El objetivo del presente trabajo es conocer la diversidad de bacterias del suelo asociadas al ciclo del 

69 	N y su dinamica bajo diferentes sistemas de manejo e identificar si la comunidad bacteriana del suelo 

70 	asociada al ciclo del Nitrogen° puede ser utilizada como un indicador de calidad en suelos destinados 

71 	a la agricultura. 

72 2. MATERIALES Y METODOS 

73 	2.1 Sitio de estudio y muestreo de suelo 

74 	El sitio de estudio se ubica en Cocotitlan, Estado de Mexico (19°14'18.39" y 98°52'21.42, 2 572 

75 	msm). El suelo este. formado por material parental de cenizas volcanicas, es un Andosol vitrico eutrico 

76 	epiarenico (WRB). El clima es de tipo C(wl)(w), temperatura sub-hamedo con lluvias en verano 
• 

77 	(Garcia, 2004). La temporada de Iluvia se extiende de mayo a octubre con una precipitaci6n promedio 

78 	anual de 784 mm. En afios anteriores se habia cultivado Ebo ( Vicia sativa) y Canola (Brassica napus). 

79 	2.2 Diseiio experimental 

80 	Se establecio el experimento en un disefio de bloques al azar con siete tratamientos. Las caracteristicas 

81 	de manejo para la producci6n de maiz nativo (Chalquefio) se basaron en tipo de labranza (minima: 

82 	ZT y convencional: CT), el manejo de cultivo (rotacion: R, monocultivo: M y cultivos intercalados: 

83 	I), el use de insumos organicos (0) y sinteticos (Q). El manejo organic° constaba de los siguientes 

84 	tratamientos: ZTIO + r y ZTRO+r, que fueron fertilizados con estiercol de vaca compostado afiadido 

85 	a cada planta (4.4 t ha-'); CTM030r, en el que dos fertilizaciones se llevaron a cabo, la primera 

86 	consisti6 en estiercol de vaca compostado (1.166 t ha-1) y el segundo con un compost de estiercol 

87 	diferente (2.733 t ha-1). En 2013, la primera fertilizacion en los tratamientos ZTIOh+r y ZTROh+r 

88 	consistieron en una aplicacion de microorganismos de montana y 500 kg ha' de polvo de roca de 

89 	basalto (187.5 kg), mientras que la segunda consisti6 en el estiercol compostado de oveja (3.3 t ha-') 

90 	y estiercol de polio (1.1 t ha-'); CTM030r, en el que la primera fertilizacion consistie en el estiercol 

91 	seco de oveja (3.3 t ha-1) y polvo de roca basaltica (0,5 t ha'), mientras que el segundo abono de polio 

92 	(1.1 t ha'). Las arvenses fueron removidas manualmente. En 2012 y 2013, el manejo sintetico 

93 	consistio de fertilizacion con urea (243.5 kg ha-1) y superfosfato triple de calcio (50 kg ha'), mientras 

94 	que el herbicida (Hierbamina (2,4 D)) se aplico a una velocidad de 12.5 Ly-lha'. 

95 	Antes de la implementacion de los sistemas de manejo agricola se realize un muestreo. Despues del 

96 	primer ciclo agricola, en los alms 2013 y 2014 se realizaron dos muestreos; uno en epoca de Iluvia y 

97 	otro en epoca de seca. Las muestras de suelo fueron colectadas con una barrens de la capa arable (0- 

98 	10 cm). Por cada muestra compuesta de la unidad experimental se muestrearon seis sub-muestras. La 



	

99 	muestra fue preservada en una bolsa de plastic° con cierre previamente etiquetada. En campo las 

	

100 	muestras fueron colocadas en una hielera y en laboratorio, las muestras fueron tamizadas antes de ser 

	

101 	almacenadas -70°C. 

	

102 	2.3 Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo del Nitrogeno (CBN) 

	

103 	El DNA gen6mico (gDNA) fue extraido con el kit NucleoSpin® Soil a partir de 0.5 g de suelo. El 

	

104 	rendimiento y pureza del gDNA se valore, en el espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo 

	

105 	Scientific). La verificaciOn de la calidad del gDNA se efectuo mediante la tecnica de electroforesis 

	

106 	en gel de agarosa al 1% teiiido con GelRedTM. La observacion y fotodocumentacion del gel se realize) 

	

107 	en el trasiluminador de luz ultravioleta Imager® Gel DocTM XR (Bio Rad). Por cada evaluacion, el 

	

108 	pool de gDNA se forma de los gDNA de los triplicados de cada sistema. De cada pool se amplifico 

	

109 	la region V4-V5 y todas las amplificaciones fueron secuenciadas mediante Illumina MiSeq (Reserch 

• 110 	and Testing Laboratory of the South Plains LLC). 

	

111 	Diversidad de la Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo del Nitrogeno 

	

112 	La caracterizacion funcional de cada genero fue realizada con la ayuda de la base de datos Kioto 

	

113 	Encyclopedia for Genes y Genomas (KEGG) (Kanehisa y Goto 2000), la base de datos National 

	

114 	Center for Biotechnology Information (NCBI) y a partir de publicaciones que hacen referencia a la 

	

115 	funcion y/o confirmacion de genes asociados al ciclo del N. Las categorias que se utilizaron para 

	

116 	agrupar la comunidad bacteriana funcional del ciclo del N con base en su metabolismo energetic° 

	

117 	fueron: desnitrificantes (DEN), fijadores de nitrogen° (NF), nitrificantes (NI), removedores de nitrato 

	

118 	(NR) y las diferentes combinaciones de ellos. 

	

119 	La CBN fue estratificada en tres tipos: una comunidad Unica en cada sistema de manejo agronomic°, 

	

120 	una comunidad comun en todos los sistemas de manejo y una comunidad cornea) a algun sistema de 

• 121 	manejo agricola. 

	

122 	La abundancia relativa de cada genero fue calculada con la siguiente formula 

Milner° de secuencias 

	

123 	 Ab = 
Total de secuencias identificadas 

124 3. RESULTADOS Y DISCUSION 

	

125 	3.1 Composicion de la comunidad bacteriana del suelo sometido a diferentes manejos agricolas 

	

126 	La comunidad bacteriana obtenida de la secuenciacion masiva extraida a partir de gDNA de diferentes 

	

127 	muestras de suelo fue distribuida en 22 filos, 38 clases, 79 ordenes, 151 familial, 275 generos y 78 

• 
128 	especies. En el 59.6% de los generos se confirmo el metabolismo energetic° asociado al ciclo del N. 

	

129 	De estos, el 38.4% fue identificado en el segundo muestreo a un afio de la implementacion de los 



130 	diferentes sistemas de manejo agricola, ello reafirma la idea que los manejos agricolas influyen en la 

131 	composicion y/o actividad de la comunidad bacteriana del suelo. 

132 	Los generos con metabolismo energetic° asociado al ciclo del N, fueron distribuidos en 8 categorias 

133 	(Figura 1). La mayoria de los microorganismos obtienen el N directamente de NH4' o mediante la 

134 	reduccion del NO3-  a NH4' a traves de un proceso conocido como reduccion asimilatoria del NO3 

135 	(Canfield et al. 2010). El 23% de los microorganismos con esta funci6n lo hemos clasificado en la 

136 	categorla removedor de NO3-. 

137 	Figura 1. 

138 	La CBN de los suelos de todos los sistemas de manejo agricola evaluados fue distribuida en 15 filos, 

139 	28 clases, 58 ordenes, 98 familias, 164 generos y 13 especies, en los que se incluyeron fijadores de N 

140 	(9%), desnitrificantes (4%) y algunos generos con mas de un tipo de metabolismo relacionado al ciclo 
• 

141 	del N (64%). 

142 	3.2 Diversidad de la CBN en los diferentes sistemas de manejo agricola 

143 	En la CBN Unica se agruparon 24 generos. Los sistemas ZTRQH+ra y ZTRQH+rm registraron cinco 

144 	generos, el sistema ZTIOh+r cuatro, los sistemas CTM030r, CTMQH-r y ZTROh+rm tres y el 

145 	sistema ZTROh+ra uno. La presencia del genero Desulfosporosinus fue continua y con abundancia 

146 	relativa oscilante y la presencia del Offer° Terriglobus fue confirmada antes de la implementacion 

147 	de los diferentes sistemas de manejo agricola. 

148 	A diferencia del resto de los tratamientos, el sistema ZTRQH+ra presento una CBN especifica en las 

149 	cuatro epocas de evaluacion. La abundancia relativa de cada miembro de la CBN Unica en cada 

150 	sistema vario en el intervalo de 0.47E-4 a 3.25E-4. En el sistema ZTIOh+r el genero Terriglobus 

151 	aumento su abundancia con respecto a la medici6n inicial del 2011 de 3.5E-5 a 5.9E-5. La abundancia 

• 152 	total de la CBN Unica de cada sistema fluctuo en el intervalo de 0.4E-4 a 4.5E-4 (Figura 2). Los 

153 	sistemas con labranza minima (ZT) registraron valores maximos de abundancia a partir de la epoca 

154 	de Iluvia de 2013 a diferencia de los sistemas con labranza convencional (CT). Por la tendencia de 

155 	los datos analizados se podria suponer que se requiere de un ciclo agricola minimo para que existan 

156 	diferencias en la composicion de la CBN Unica asociadas al manejo. La dinamica de dicha comunidad 

157 	bacteriana en el presente experimento, podria mostrar que los tratamientos con ZT con respecto a CT, 

158 	coadyuvan al crecimiento de la misma (Reicosky 1997, Colloff et al. 2008, Shen et al. 2011, Davinic 

159 	et al 2012). 

160 	En el sistema ZTRQH+ra se encontro mayor abundancia a lo largo del tiempo respecto a los otros 

A  161 	tratamientos (Figura 2), lo cual podria atribuirse al incremento de materia organica o a la diversidad 

162 	metabolica de algunos de los generos (Aislabie y Deslippe, 2013). 



	

163 	Figura 2. 

	

164 	La CBN comun en los siete diferentes sistemas de manejo agricola fue conformada por 88 generos. 

	

165 	La presencia de 85 de estos generos fue confirmada antes y despues de la implementation de los 

	

166 	diferentes sistemas de manejo agricola. La presencia de 51 generos en los ciclos agricolas 2013 y 

	

167 	2014 fue oscilatoria (una, dos o tres veces) y en 37 de los generos fue continua (Figura 3). Ningan 

	

168 	sistema presento a los 88 generos. 

	

169 	En la mayoria de estos generos, la abundancia relativa fue menor al 1%., solo en diez generos fue 

	

170 	mayor al 1%, de los cuales destacan Gemmatimonas y Sphingomonas por registrar abundancia 

	

171 	relativa mayor al 1% en todos los sistemas yen ambos ciclos agricolas. El Oiler° Sphingomonas esti 

	

172 	relacionado con la degradaci6n de herbicidas y su abundancia es alta en sistemas con labranza 

	

173 	(Degrune et al. 2015). En un sistema con labranza minima su abundancia tambien puede ser mayor a 

• 174 	la registrada en sistemas con labranza. Gemmatimonas fue el unico Oiler° registrado en el filo 

	

175 	Gematimonadetes contrario a lo reportado por Ramirez-Villanueva et al. (2015) su abundancia 

	

176 	relativa fue mayor en algunos sistemas con labranza minima. 

	

177 	Figura 3. 

	

178 	En los diferentes sistemas de manejo agricola, el incremento de abundancia relativa de los 37 generos 

	

179 	con presencia continua fue variable (Cuadro 3). En epoca de lluvia de 2013, el sistema ZTROh+rm 

	

180 	favorecio a 21 generos. En todos los sistemas, la abundancia relativa de Acidobacterium (NR), 

	

181 	Candidatus Solibacter (DENR) y Prochlorococcus (NR) se incremento en este periodo. Al comparar 

	

182 	epoca de lluvia de 2013 con 2014, las condiciones del sistema ZTRQH+rm favorecieron a 20 generos. 

	

183 	En epoca de seta, de los anos 2013-S y 2014, el sistema CTMO3Or benefici6 a 29 generos. En todos 

	

184 	los sistemas, los generos Arthrobacter (NIDENR), Burkholderia (NFNIDENR), Mesorhizobium 

185 (NFDENR), Methylobacterium (NFNIDENR), Prochlorococcus (NR) y Sphingomonas (NFDENR) 

	

186 	incrementaron su abundancia relativa. Al comparar el ciclo 2014-L y 2014-S, el sistema ZTRQH+ra 

	

187 	beneficio a 23 generos y en todos los sistemas, el genero Moorella (NFNR) se incremento. 

	

188 	Cuadro 3. 

	

189 	Es evidente que el aporte de los 37 generos de la CBN comian fue considerablemente mayor al aporte 

	

190 	de los 51 generos de la misma comunidad. 

191 	La CBCN comtin a algun sistema de manejo agricola se form6 de 52 generos, su presencia fue 

192 	oscilatoria (en una, dos o tres evaluaciones) a exception de Rhodanobacter (DENR) y Paracoccus 

193 	(NIDENR) que fueron identificados en las cuatro evaluaciones, pero en un solo sistema. La 
• 

194 	abundancia relativa de cada genero de la comunidad °sac!, en el intervalo 3E-5 a 0.01. Es posible que 

195 	estos microorganismos no sean dominantes, como es el caso de Cyanobacteria (Wartiainen et al 



	

196 	2008). 0 bien, que su presencia se deba a los microambientes generados por los diferentes tamatios 

	

197 	de agregados presentes en el suelo (Davinic et al. 2012). 

	

198 	El 69.2% de los generos de esta comunidad fue registrado despues de Ia implementacion de los 

	

199 	diferentes sistemas de manejo agricola, lo que demuestra que las practicas de manejo pueden influir 

	

200 	en la presencia o ausencia de la comunidad bacteriana (Rampelotto et al. 2013). 

	

201 	En cada sistema, Ia diversidad de la CBN coman a algan sistema oscil6 en el intervalo entre 24 a 37 

	

202 	generos. El sistema ZTRQH+ra fue el mas diverso a diferencia de los sistemas CTMQH-r y ZTIOh+r 

	

203 	ambos con 24 generos. Ningan sistema registro todos los miembros de Ia CBN comun a algim sistema 

	

204 	de manejo y en algunos sistemas fue 70 % similar (Cuadro 4). 

	

205 	Cuadro 4. 

	

206 	Los generos de Ia CBN coman a algunos de los diferentes sistemas que incrementaron su abundancia 

	

207 	en epoca de lluvia (20I3-L vs 2014-L) fueron Anaerolinea, Gordonia, Paracoccus, Rhodanobacter 

	

208 	y Thermomicrobium. Estos generos se presentaron en sistemas con labranza minima. En epoca de 

	

209 	seca, los generos que incrementaron su abundancia de 2013-S a 2014-S fueron Actinokineospora, 

	

210 	Bacteroides, Corallococcus, Cytophaga, Flexibacter, Haliscomenobacter, Isosphaera, Parvularcula, 

	

211 	Pontibacter, Rhodanobacter, Sandaracinus, Sinorhizobium, Spirochaeta y Thermomicrobium 

	

212 	(Cuadro 5). 

	

213 	El genero Sinorhizobium fue identificado en el sistema CTMO3Or y ZTROh+rm, sin embargo, se 

	

214 	favorecio por las condiciones del sistema ZTROh+rm. Lo mismo ocurrio con el genero 

	

215 	Rhodanobacter presente en el sistema CTMQH-r y favorecido en el sistema ZTIOh+r 

	

216 	Cuadro 5. 

	

217 	El aporte de esta comunidad a la abundancia total en cada sistema vario en el intervalo 5.1E-4 a 0.01. 

	

218 	El aporte de los sistemas con labranza minima fue mayor que el de los sistemas con labranza 

	

219 	convencional. En 2013-L fue el sistema ZTROh+rm, en la evaluacion 2013-S fue el sistema 

	

220 	ZTRQH+ra, en la evaluacion de 2014-L fue el sistema ZTRQH+rm r y en 2014-S fue el sistema 

221 	ZTIOh+r (Figura 4). La diferencia observada en la evaluacion de 2014-L fue producida por el &new 

	

222 	Rhodanobacter que registr6 una abundancia relativa de 0.01. El &nem fue registrado en otros 

223 	sistemas (CTMQH-r, ZTIOh+r, ZTROh+ra y ZTRQH+ra) con un valor de abundancia entre I E-4 a 

224 2.6E-3. 

225 	Figura 4. 

• 226 	Contrario a lo reportado por otros autores (Degrune et al. 2015), la diversidad bacteriana en los 

227 	sistemas con labranza convencional fue menor a la registrada en los sistemas con labranza minima. 

228 	Estructura funcional de la CBCN del suelo en los diferentes sistemas de manejo agricola 



• 229 	En el sistema CTMO30r, el 30% de la abundancia total fue atribuida a la categoria nitrificante- 

230 	desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR). Es muy probable que los miembros de la comunidad 

231 	sean favorecidos por la aireacion generada durante la labranza, pues esta estimula el proceso de 

232 	mineralizacion del nitrogen° organic° (Hayden, 2010). Despues de la implementacion del sistema, a 

233 	excepcion de los fijadores de N-desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR) todas las demas 

234 	categorias registraron incrementos positivos. Sin embargo, este comportamiento no fue continuo. En 

235 	todas las categorias el aporte a la estructura funcional fue variable de una epoca a otra y unicamente 

236 	en la categoria DENR se identifico un patr6n asociado al tiempo de Lluvia y Seca (Figura 5). 

237 	Figura 5. 

238 	En el sistema CTMQH-r, los fijadores de N-desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR) y los 

239 	nitrificantes-desnitrificantes-removedores de NO3-  (NIDENR) aportaron el 60% de la funcionalidad 

• 240 	del sistema. Despues de un ciclo agricola, los miembros de seis categorias redujeron su abundancia; 

241 	principalmente los nitrificantes-desnitrificantes-removedores de NO3-. La categoria fijadora de N 

242 	disminuy6 su aporte estructural en el sistema CTMQH-r. De acuerdo con Poly et al. 2001 las 

243 	comunidades fijadoras de N disminuyen su abundancia en sistemas con aportes de N, pero 

244 	principalmente en sistemas que no incluyen aporte de materia organica (Figura 6). 

245 	Figura 6. 

246 	En el sistema ZTIOh+r, el 40% de la estructura funcional fue debida a la categoria NIDENR. Despues 

247 	de la implementacion del sistema a excepci6n de los desnitrificantes y los nitrificantes- 

248 	desnitrificantes-removedor de NO3 todas las demas categorias disminuyeron su aporte, 

249 	principalmente los removedores de NO3-. Las perdidas de abundancia se observaron en epoca de 

250 	Iluvia en casi todas las categorias. Al termino de la evaluaci6n, unicamente los fijadores de N- 

• 251 	nitrificantes-desnitrificantes-removedor de NO3-  y los nitrificantes-desnitrificantes-removedores de 

252 	NO3-  disminuyeron su abundancia a la registrada antes de la implementacion del sistema (Figura 7). 

253 	Figura 7. 

254 	En el sistema ZTROh+ra, la categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  aport6 el 35% 

255 	de la estructura funcional del sistema. Despues de la implementacion del sistema tres categorias 

256 	registraron perdidas, principalmente la categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3. Y en 

257 	epoca de seca mas de cuatro categorias disminuyeron su aporte funcional. Al termino de la 

258 	evaluacion, los nitrificantes-desnitrificantes-removedores de NO3 disminuyeron su abundancia a la 

259 	registrada antes de la implementacion del sistema en un 20% (Figura 8). 
• 

260 	Figura 8. 



411 	261 	En el sistema ZTROh+rm, el aporte funcional de Ia categoria nitrificante-desnitrificante-removedor 

262 	de NO3-  fue del 42%. Despues de la implementation del sistema cuatro categorias registraron cambios 

263 	negativos. El aporte funcional de al menos cuatro categorias fue menor en epoca de lluvia. Y al 

264 	termino del experimento tres categorias disminuyeron su aporte funcional (Figura 9). 

265 	Figura 9. 

266 	El sistema ZTRQH+ra, el aporte funcional de la categoria nitrificante-desnitrificante-removedor de 

267 	NO3-  fue del 38%. Despues de la implementation del sistema dos categorias fueron afectadas 

268 	negativamente. En epoca de lluvia de 2014 cinco categorias registraron un descenso en su aporte 

269 	funcional. Sin embargo, fue el anico sistema en registrar en todas las categorias de la evaluacion 

270 	2014-S un aumento respecto a la epoca anterior. Al termino de la evaluacion, el sistema disminuy6 

271 	su aporte funcional en las categorias nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y fijador de N- 

• 272 	nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  (Figura 10). 

273 	Figura 10. 

274 	En el sistema ZTRQH+rm, la categoria fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3-  (NFDENR) 

275 	contribuy6 con el 32% de la estructura funcional del sistema. Al implementar el sistema de manejo 

276 	agricola se afect6 negativamente tres categorias. Principalmente la categoria nitrificante- 

277 	desnitrificante-removedor de NO3-  (NIDENR). En epoca de lluvia de 2014 cinco categorias 

278 	registraron un descenso en su aporte funcional; sin embargo, fue el anico sistema en registrar en todas 

279 	las categorias de la evaluacion 2014-S un aumento respecto a la epoca anterior. Al termino de la 

280 	evaluacion, el sistema disminuy6 su aporte funcional en las categorias nitrificante-desnitrificante- 

281 	removedor de NO3 y fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 (Figura 11). 

282 	Figura 11. 

• 283 	Tres categorias predominaron en Ia estructura funcional de la CBN en los diferentes sistemas de 

284 	manejo agricola. Principalmente la categoria nitrificante-desnitrificante-removedor NO3-. En el 

285 	tiempo, esta categoria disminuy6 su aporte funcional en todos los sistemas, especialmente en los 

286 sistemas CTMQH-r y ZTRQH+rm. El genero mas afectado fue Arthrobacter. El efecto de las 

287 	practicas agricolas de conservation sobre la abundancia relativa del genero ya ha sido reportado 

288 	(Ramirez-Villanueva et al., 2015);sin embargo, en esta investigation tambien se observo en sistemas 

289 convencionales. 

290 	La categoria fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  disminuyo su aporte 

291 	funcional en todos los sistemas. A exception del sistema CTMQH-r, en los demas sistemas 
• 	

292 	increment6 su diversidad. La categoria registro tres generos de la CBCN comun a algun sistema, 

293 	cinco de ellos a la CBCN comun (Anaeromyxobacter, Burkholderia, Geobacter, Methylobacterium y 



▪ 294 	Paenibacillus) y uno a la CBCN anica (Polaromonas). Si bien, la abundancia relativa de estos generos 

295 	fue menor a 0.007 algunos de ellos son importantes. 

296 	Por ejemplo, Burkholderia es un heterotrofo, promotor de crecimiento usa aminoacidos simples, 

297 	azacares, recalcitrantes aromaticos, compuestos fenoliticos es muy posible que participe en el 

298 	intercambio de carbono (Aislabie et al. 2013, Souza et al., 2013), es favorecido en suelos con un alto 

299 	contenido en materia organica y en sistemas con labranza cero (Souza et al., 2015). Herbaspirillum 

300 	es una bacteria endofita estrictamente asociada a raices de avena y altamente eficiente para fijar N 

301 	(Soares et al. 2006, Kraiser et al. 2011). Existe evidencia que los miembros del orden Myxococcales 

302 	son los menos afectados por las practicas agricolas (Ceja Navarro et al. 2010). En este estudio 

303 	Anaeromyxobacter disminuyo su abundancia bajo las condiciones del sistema ZTROh+ra. 

304 	En los sistemas con labranza minima era de esperar que las comunidades fijadoras de N, nitrificantes 

• 305 	y removedor de NO3-  incrementaran en diversidad y abundancia. Pero, no se tenia contemplado que 

306 	estas comunidades pudieran participar en el proceso de desnitrificaciOn. Lo que ratifica que los 

307 	sistemas con labranza minima emiten mayores concentraciones de N20 a diferencia de los sistemas 

308 	con labranza. Six et al. (2004), consideran que la adopcion de tecnicas de agricultura de conservacion, 

309 	y en especial de siembra directa, tienden a incrementar el contenido de agua del suelo disminuyendo 

310 	con ello la aireacion en el perfil del suelo y favoreciendo, por tanto, la desnitrificacion y emisi6n de 

311 	N20. A su vez, una mayor compactacion en suelos bajo siembra directa, especialmente en los 

312 	primeros afios, puede estimular una mayor emision de N20. No obstante, tambien se ha senalado una 

313 	posible reduccion de las emisiones de N20 si se mantiene la siembra directa durante un largo periodo. 

314 	La categoria NR ocup6 el cuarto lugar en aporte estructural en los diferentes sistemas de manejo 

315 	agricola. La categoria disminuy6 su aporte funcional en el sistema ZTROh+rm. En los sistemas 

316 CTMO3Or y CTMQH-r el aporte de los generos Amycolaptosis y Prochlorococcus (z0.01) fue 

317 	significativo. Amycolaptosis pertenece a las Actinobacterias, las cuales se caracterizan por su 

318 	capacidad para producir antibioticos y metabolitos secundarios y con ello excluir algunas bacterias 

319 	(Soares et al. 2006) posible causa de su incremento en estos sistemas. Mientras que la diversidad de 

320 	generos registrada en los sistemas ZTRQH+ra y ZTRQH+rm origino el incremento. El aporte de la 

321 	categoria en los sistemas con labranza minima y fertilizacion organica (ZTIOh+r, ZTROh+ra y 

322 	ZTROh+rm) fue bajo. Es posible que la perturbaci6n de esta categoria en el sistema ZTROh+rm sea 

323 	provocada por la combinaci6n labranza minima y aporte organic°. 

324 CONCLUSIONES 

• 325 	La diversidad en los diferentes sistemas de manejo agricola es variable, oscilante sin patrones 

326 	asociados a condiciones de temporada y su abundancia total disminuye en el tiempo. Al estratificar 



327 	Ia CBN se identifica un grupo de 37 generos comunes con presencia continua en los diferentes 

328 	sistemas de manejo agricola que facilitan identificar los cambios originados por dichos sistemas sobre 

329 	esta. Ademas, hay otro grupo reducido de generos (17 generos) comunes a los diferentes sistemas de 

330 	manejo agricola que no son afectados por la implementation de un sistema de manejo agricola, los 

331 	cuales podrian ser utilizados como indicadores de calidad en suelos que han estado sin use agricola. 

332 	Asimismo, los filos Proteobacteria, Actinobacteria fueron grupos predominantes en los diferentes 

333 	sistemas de manejo agricola y se confirma que el filo Gemmatimonadetes es afectado por Ia estructura 

334 	del suelo. En lo referente a los diferentes sistemas de manejo agricola el sistema ZTIOh+r, ZTROh+ra 

335 	y ZTRQH+rm destacan por registrar diversidad bacteriana, funcional y equilibrio funcional. 

336 	Al parecer, los miembros de las categorias DE y DENR no son los anicos en originar gases de efecto 

337 	invernadero (N20), adicional a ellos se identifican a los miembros de las categorias NFDENR, 

• 338 	NFNIDENR, NIDENR y NR. Los sistemas de manejo agricola que incluyen practicas de labranza 

339 	minima, rotation de cultivos e incorporation de residuos funcionalmente son mas equilibrados que 

340 	los sistemas convencionales. Sin embargo, existe una posibilidad alta de que scan sistemas que emiten 

341 	altas concentraciones de gases de efecto invernadero. 
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399 
400 	Figura 1. Abundancia total de la CBN unica de los diferentes sistemas de manejo agricola implementados durante los ciclos 

401 	agricolas 2013 y 2014 para la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el Municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico. 



402 	ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, I= intercalado, R=rotacion, M=inonocultivo, 0= fertilizacion organica, 
403 	Q= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, II: control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin 
404 	residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena. 
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407 	Figura 2. Abundancia relativa de la CBN comun de los diferentes sistemas de manejo agricola pars la producci6n de maiz 

408 	(Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 2013 y 2014. ZT= labranza 

409 	minima, CT= labranza convencional, I= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 0= fertilization organica, Q= 



410 	fertilization quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 

411 	30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena. Color verde: abundancia relativa mayor 1%. Color amarillo: 0.001 < 

412 	abundancia relativa 5 0.01. Color rojo: abundancia relativa 5 0.001. 

413 

414 	Cuadro 3. Numero de generos de la Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo de Nitrogeno comun con presencia continua 

415 	beneficiados en los diferentes sistemas de manejo agricola pars la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio 

416 	de Cocotitlan, Estado de Mexico. 

Periodo CTMO3Or CTMQII-r ZTIOh+r ZTROh+ra ZTROh+rm ZTRQII+ra ZTRQH+rm 

2011 vs 2013-L 16 14 14 11 21 14 11 

2013-L vs 2014-L 12 14 16 12 13 9 20 

2013-S vs 2014-L 29 25 23 26 24 24 26 

2014-L vs 2014-S 12 13 23 16 9 16 5 

2011 vs 2014-S 6 7 11 11 10 12 9 

ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, I= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 0= fertilization 

organica, Q= fertilization quimica, h= control de arvenses no quimico, II: control de arvense quimico, +r= con residuos, 

-r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena 

417 

418 	Cuadro 4. Relation de semejanza de la Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo del Nitrogeno comun a algunos de los 

419 	diferentes sistemas de manejo agricola pars la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, 

420 	Estado de Mexico. 

Sistema 	CTMQII-r ZTIOh+r ZTROh+ra ZTROh+rm ZTRQH+ra ZTRQII+rm 

CTMO3Or 
	

0.39 	0.58 
	

0.45 
	

0.79 
	

0.73 
	

0.73 

CTMQH-r 
	

0.63 
	

0.42 
	

0.58 
	

0.79 
	

0.54 

ZTIOh+r 
	

0.48 
	

0.71 
	

0.77 
	

0.55 

ZTROh+ra 
	

0.75 
	

0.75 
	

0.75 

ZTROh+rm 
	

0.75 
	

0.72 

ZTRQH+ra 
	

0.62 

ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, 1= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 0= fertilization 

organica, Q= fertilization quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quimico, +r= con 

residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena 

421 

422 	Cuadro 5. Miembros de la Comunidad Bacteriana Asociada al Ciclo del Nitrogeno comun a algunos de los diferentes 

423 	sistemas de manejo agricola para la produccion de maiz nativo (Zea mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de 

424 	Mexico con incrementos positivos en epoca de lluvia y seta. 

Sistema Geller° 
Abundancia relativa 

2013-L 	2014-L Sistema Geller° 
Abundancia relativa 

2013-S 	2014-S 

ZTIOh+r Anaerolinea 0.00013 0.00033 CTMO3Or Cytophaga 0.00010 0.00011 
ZTROh+ra Anaerolinea 0.00004 0.00006 Haliscomenobacter 0.00010 0.00011 

Gordonia 0.00008 0.00013 Isosphaera 0.00005 0.00011 
Thermomicrobiuni 0.00004 0.00006 Parvularcula 0.00005 0.00011 

ZTROh+rm Anaerolinea 0.00038 0.00052 Sandaracinus 0.00005 0.00011 
Rhodanobacter 0.00021 0.00026 Sinorhizobium 0.00010 0.00011 

ZTRQH+ra Paracoccus 0.00005 0.00009 CTMQH-r Bacteroides 0.00010 0.00013 
ZTRQH+ra Rhodanobacter 0.00010 0.00028 Rhodanobacter 0.00056 0.00094 

Spirochaeta 0.00010 0.00058 



—53 
P. 0.008 

'a' 0.006 

2 0.004 
e 

2013-L 
	

2013-S 

B 

0.002 

0.000 

425 
0.012 

ZTIOh+r Rhodanobacter 0.00006 0.00130 
ZTROh+ra Actinokineospora 0.00006 0.00011 
ZTROh+rm Corallococcus 0.00005 0.00005 

Pontibacter 0.00010 0.00011 
Sinorhizobium 0.00010 0.00016 

ZTRQ H+ra Corallococcus 0.00008 0.00018 
Thermornicrobium 0.00004 0.00006 

ZTRQH+rm Flexibacter 0.00010 0.00018 
Sandaracinus 0.00015 0.00035 

ZT= labranza minima, CT= labranza convencional, I= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 0= fertilizacion 
organica, Q= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quimico, +r= con 
residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 30% de residuos, m= maiz y a=avena. 

0.012 
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0.010 

0.010 
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427 
428 	Figura 4. Aporte de la CBN comun a algunos de los diferentes sistemas de manejo agricola pars la producci6n de maiz (Zea 

429 	mays L.) en el municipio de Cocotitlan, Estado de Mexico durante los ciclos agricolas 2013 y 2014. ZT= labranza minima, 

430 	CT= labranza convencional, I= intercalado, R=rotacion, M=monocultivo, 0= fertilizacion organica, Q= fertilizacion 

431 	quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control de arvense quimico, +r= con residuos, -r= sin residuos, 30r= con el 

432 	30% de residuos, m= maiz y a=avena. 

433 

• 



447 

2n/3-L 2013--S C:Tts1(1,4-1 

434 

435 	Figura 5. Estructura funcional de la comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema CTMO3Or despues de su 
436 	implementacion. CT= labranza convencional, M=monocultivo, 0= fertilizacion organica, 30r= con el 30% de residuos. 
437 	DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitri ficante- 
438 	removedor de NO3, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= nitri ficante- 
439 	desnitrificante-removedor de NO3 y NR= removedor de NO3. 

440 

a 

441 

442 	Figura 6. Estructura funcional de la comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema CTMQH-r despues de su 
443 	implementaciOn. CT= labranza convencional, M=monocultivo, Q= fertilizacion quimica, 	control de arvense quimico, — 
444 	r= sin residuos. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NE= fijador de N, NFDENR= fijador de 

sA 	445 	N-desnitrificante-removedor de NO3, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, 
446 	NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-  y NR= removedor de NO3-. 
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448 

449 	Figura 7. Estructura funcional de Ia comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema ZTIOh+r despues de su 

450 	implementacion. ZT= labranza minima, 1= intercalado, 0= fertilization organica, h= control de arvenses no quimico, +r= 

451 	con residuos. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador de N- 

452 	desnitrificante-removedor de NOV. NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, NIDENR= 

453 	nitrificante-desnitrificante-removedor de NO y NR= removedor de NO3-. 
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455 

456 	Figura 8. Estructura funcional de Ia comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema ZTROh+ra despues de su 

457 	implementacion. ZT= labranza minima, R=rotaciOn, 0= fertilization organica, h= control de arvenses no quimico +r= con 

458 	residuos y a=avena. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador 

4 	459 	de N-desnitrificante-removedor de NO3, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, 

460 	NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 y NR= removedor de NO3. 
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461 

462 	Figura 9. Estructura funcional de Ia comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema ZTROh+rm despues de su 

463 	implementacion. ZT= labranza minima, R=rotacion, 0= fertilizacion organica, h= control de arvenses no quimico, +r= con 

464 	residuos, m= maiz. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= fijador de N, NFDENR= fijador 

465 	de N-desnitrificante-removedor de NO3-, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3-, 

466 	NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 y NR= removedor de NO3. 
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467 
468 	Figura 10. Estructura funcional de Ia comunidad bacteriana del ciclo del N en el sistema ZTRQH+ra despues de su 

469 	implementacion. ZT= labranza minima, R=rotacion, Q= fertilizacion quimica, h= control de arvenses no quimico, H: control 

470 	de arvense quimico, +r= con residuos y a=avena. DE= desnitrificante, DENR= desnitrificante-removedor de NO3-, NF= 

471 	fijador de N, NFDENR= fijador de N-desnitrificante-removedor de NO3, NFNIDENR= fijador de N-nitrificante- 

472 	desnitrificante-removedor de Nth-, NIDENR= nitrificante-desnitrificante-removedor de NO3 y NR= removedor de NO3. 
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