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1. Resumen

La alta demanda de la produccion de alimentos en los ultimos afios ha
ocasionado que la agricultura se expanda y se intensifique, la cual la va a hacer
depender de mayor cantidad de agroquimicos, siendo los plaguicidas unos de los mas
utilizados. La utilizacidn de este tipo de compuestos ha generado diversos efectos en
el medio ambiente, influyendo en la degradacién de los suelos, y en particular, en los
organismos que lo habitan. En la actualidad, los plaguicidas mas utilizados pertenecen
al grupo de los organofosforados. Uno de estos plaguicidas con mayor demanda es
un herbicida llamado glifosato, un fosfonato que se caracteriza por su enlace directo
carbono-fésforo (C-P), el cual es mds estable que el de otras moléculas organicas que
contienen P (i.e. ésteres de fosfato) y le confiere mas resistencia a la degradacion. El
glifosato, para su mineralizacion, requiere que los microorganismos produzcan las
enzimas especificas para su degradacion. Estos tipos de microorganismos se pueden
encontrar en ecosistemas, donde el P es un nutriente limitante, como es el caso del

sitio del presente estudio, el Valle de Cuatro Ciénegas, en Coahuila.

El objetivo de este trabajo consistio en evaluar los efectos del glifosato en la
dinamica de nutrientes y en la actividad microbiana en suelos agricolas donde se aplica el
glifosato, asi como la obtencidn de bacterias con capacidad de degradar herbicidas con
glifosato. Para ello se colectd suelo proveniente de dos parcelas: a) una parcela agricola
con nopal, donde se ha utilizado el glifosato por un periodo de 5 afios y b) una parcela con
5 afos de abandono después de producir alfalfa con aplicacion de glifosato. En el suelo,
se cuantificaron el fésforo (P) y nitrégeno (N) en sus formas disponibles, el carbono (C), N
y P organicos disueltos y su concentracidon inmovilizada dentro de la biomasa microbiana.
También se midié la actividad de las enzimas que degradan compuestos con enlaces
fosfoéster, fosfodiéster y enlaces C-P de fosfonatos, ademas la actividad de las enzimas B-
glucosidasa, N-acetil glucosaminidasa y polifenol oxidasa. Ademads, se realizd un

experimento de oclusion de P, para analizar como afecta el glifosato en la disponibilidad
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del fdésforo. Por ultimo, se realizd un experimento de incubaciones de suelo utilizando
tratamientos con glifosato, donde se midid la mineralizacidn potencial de carbono, los
cambios en diferentes variables biogeoquimicas y se caracterizé la comunidad microbiana
utilizando un analisis del perfil de acidos grasos. Asi mismo, en este experimento, se
extrajeron microorganismos del suelo para obtener aislados capaces de utilizar como
fuente de P al glifosato y a un herbicida comercial con glifosato. Como resultados se
obtuvieron diferencias significativas entre sitios tanto en la caracterizacion biogeoquimica
y actividad enzimdtica, como en los analisis de oclusién de P, en la tasa potencial de
mineralizacion de Cy en los analisis del perfil de acidos grasos. El herbicida comercial con
glifosato resultd tener efecto positivo en la oclusién de P, pero efecto negativo en el P
microbiano después de las incubaciones y en la concentracion de un acido graso
especifico para actinobacterias. Gran parte de los efectos ocasionados a los organismos
vivos por el herbicida comercial son atribuidos a los surfactantes no idnicos que forman
parte de los ingredientes de este producto, ademads de que se ha encontrado que estos
surfactantes pueden afectar la movilidad de diferentes plaguicidas en el suelo,
aumentando su adsorcion. El glifosato afectd negativamente la mineralizacidn potencial
de C en el suelo, probablemente debido a los efectos inhibitorios que este tiene en la ruta
del acido shiquimico, responsable de la produccién de aminodacidos aromaticos, que
puede encontrarse en algunos microorganismos. En cuanto a la degradacion de glifosato,
un 88% de los microorganismos cultivables aislados pudieron utilizar el glifosato como
fuente de P, mientras que sélo un 30% pudo utilizar el herbicida comercial, lo que indica
gue gran parte de las bacterias de los suelos agricolas de Cuatro Ciénegas tienen las
herramientas enzimdticas necesarias para mineralizar este compuesto puro, lo cual
concordd con la presencia de actividad enzimatica de fosfonatasa, pero son vulnerables a
los demas ingredientes que constituyen el herbicida comercial, reduciendo su capacidad

de degradacion del producto comercial.
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2. Abstract

In the past years, the high demand of food worldwide promote that the agriculture
must to be expanded and intensified, characterized by a strong dependence to
agrochemicals, being pesticides the most used. The use of this kind of compounds has
generated diverse environmental effects, influencing on the soil degradation and in the

living organisms that inhabit it.

The most commonly used pesticides belong to the group of organophosphates.
Today, one of the most demanded pesticides is glyphosate, a phosphonate characterized
by its carbon-phosphorus (C-P) bond, a more stable bond than other P-containing organic
molecules such as phosphate esters, therefore more resistant to degradation. The
mineralization of glyphosate requires microorganisms with specific enzymes. These
microorganisms can be found in ecosystems where P is a limiting nutrient as is the case of

the site chosen for this study, Cuatro Ciénagas Basin (CCB), in Coahuila.

The aim of this work was to evaluate the effects of this herbicide on nutrient
dynamics and microbial activity, in two sites with different management history, as well as

the identification of bacteria species with the ability to degrade this herbicide.

Soil was collected from a nopal agricultural plot in the CCB, where glyphosate had
been used for the last 5 years, and a composite sample was also obtained from a site after
5 years since it was abandonment, localized outside the nopal plot, to analyze the
differences between sites. Phosphorous (P) and nitrogen (N) were quantified in their
available forms, dissolved organic carbon (C), N and P, and the amount of C, P and N
within microbial biomass. Activity of enzymes that degrade compounds with
phosphoesther, phosphodiester bonds and C-P bonds of phosphonates was quantified;
also the enzymatic activity of B-glucosidase, n-acetyl glucosaminidase and poliphenol
oxydase was quantified. Using soil from the same sites, a P occlusion experiment was

performed, to observe how glyphosate affects in the P availability. Finally, an incubation
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experiment was done, using soil with glyphosate treatments, where carbon potential
mineralization and changes in different biogeochemical variables were analyzed and the
microbial community was characterized by using a fatty acids profile. Microorganisms
were extracted from soil incubations to obtain bacterial isolates capable of use glyphosate

and a commercial herbicide with glyphosate as sole source of P.

As results, significant differences were obtained in the biogeochemical
characterization, in the analysis of the P occlusion, in the potential rate of C mineralization
and in the fatty acid profile analysis between both plots. The commercial herbicide with
glyphosate was found to have an effect on P occlusion, on microbial P after incubations
and on a specific fatty acid for actinobacteria. Many of the effects caused on living
organisms by the commercial herbicide, are attributed to the non-ionic surfactants that
are part of the ingredients in this product, besides, it has been found that these
surfactants can affect the mobility of different pesticides in the soil, enhancing their
adsorption. Glyphosate affected negatively the soil potential C mineralization, probably
because of the inhibitory effects of this compound in the shickimic acid pathway, which is
responsible of the aromatic aminoacids production and can be found in some
microorganismes. About the degradation of glyphosate, 88% of the isolated
microorganisms were able to use glyphosate as a source of P, but only 30% of the isolates
were able to use the commercial herbicide. This suggest that a great part of bacteria from
agricultural soils of CCB have the enzymatic tools needed for mineralizing the glyphosate,
but also most of them are susceptible to others ingredients that are part of the

commercial herbicide.
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3. Introduccion

En los ultimos 30 ainos, la produccion agricola se ha duplicado y la superficie de
tierras de cultivo se ha incrementado en un 15% (FAO, 2013). Actualmente, los campos de
produccién agricola ocupan un 12.6% de la superficie terrestre (FAO, 2015). La agricultura
es una de las principales actividades primarias de produccién, sin embargo, su alta
demanda ha conllevado a su expansion e intensificacion de métodos, los cuales implican
utilizar mayores volumenes de agua, energia, fertilizantes, plaguicidas, herbicidas y
especies no nativas (Ren-Benayas, 2011), lo cual ha tenido efectos ambientales negativos.
Algunos de estos impactos negativos son la deforestacidn, la emisidn de gases de efecto
invernadero de origen antropogénico, ademas de la pérdida de biodiversidad, de las
funciones de los ecosistemas y la degradacion de los recursos hidricos (Ren-Benayas et al.,
2007; Rohr et al., 2008; Geiger et al., 2010). Asi mismo, la agricultura es una de las causas
de la degradacion quimica del suelo (SEMARNAT, 2003), la cual genera la disminucién de
la fertilidad, la salinizacion y alcalinizacién, como la eutrofizacidon del suelo (SEMARNAT,

2012).

Se estima que a nivel mundial, la superficie de suelos degradados debido a las
actividades agricolas es aproximadamente de 1.24x10” km® (Lepers et al., 2005). En
México, cerca del 45% de los suelos estan afectados por algin proceso de degradacién
(erosién hidrica y edlica y degradacion quimica y fisica), de la cual, la degradacién quimica
ocupa el primer lugar (18% del territorio nacional). La degradacién quimica involucra
procesos que conducen a la disminucién o eliminacién de la productividad bioldgica del
suelo. En nuestro pais, el 97% de la superficie con degradacidon quimica corresponde a

suelos con problemas de fertilidad (SEMARNAT, 2012).

Una de las causas de la degradacién quimica en los suelos se relaciona con el uso
de compuestos xenobidticos a gran escala destinados a la agricultura. El uso de estos
compuestos, propiciado por la revolucion verde que comenzé en 1960 (FAO, 1996), ha

generado gran variedad de problemas ambientales, tales como contaminacion del aire,
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del agua y de los ecosistemas terrestres, efectos dafiinos en la biota y la alteracién de la

dindmica de nutrientes en la mayoria de los ecosistemas (Singh et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, la agricultura en los ultimos afios se ha
caracterizado por una fuerte dependencia a los agroquimicos (Villalba, 2009). Dentro de
los agroquimicos, los plaguicidas son los productos mdas ampliamente utilizados. Un
plaguicida se define como cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier peste o plaga, incluyendo a diferentes

especies de plantas (EPA, 2009).

Los plaguicidas son uno de los insumos agricolas mas importantes que fueron
desarrollados en la segunda mitad del siglo pasado, incrementado la produccién
agricola. Sin embargo, la utilizacion excesiva de los plaguicidas ha generado la
contaminacidn de los ecosistemas en distintas partes del mundo (Post, 1998). Aunado
a lo anterior, su uso tiene altos riesgos, ya que la mayoria son altamente téxicos para
los humanos y para la biota (Singh et al., 2006; Galloway et al., 2003) y en la mayoria
de los casos, el costo de su uso es mayor al beneficio obtenido por su utilizacién.
Debido a sus efectos dafiinos, es importante remover estos compuestos del ambiente.
Se han buscado estrategias para mitigar los problemas de contaminaciéon por
plaguicidas mediante técnicas de biorremediacion, basadas en el uso de
microorganismos con el fin de desnaturalizar a los compuestos contaminantes; pero
para poder llevar a cabo estos procesos es esencial identificar a los microorganismos

capaces de degradarlos (Iranzo et al., 2001).

En la actualidad, los plaguicidas mds utilizados pertenecen al grupo de los
organofosforados (Singh et al, 2006), reportandose mas de 100 plaguicidas
organofosforados usados a nivel mundial. El fésforo en este tipo de compuestos, estd
presente como moléculas de fosfonatos (Singh, 2006). Los fosfonatos se encuentran en un

bajo estado de oxidacidn (+3) y se caracterizan por su enlace directo carbono-fésforo (C-
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P), el cual es mas estable que el de los ésteres de fosfato y por lo tanto, son mas
resistentes a la degradacion por factores quimicos, térmicos, fotoliticos y enzimaticos
(Hayes et al., 2000). Afortunadamente, algunas bacterias tienen la capacidad enzimatica
para la degradacién de los fosfonatos (Kononova y Nesmeyanova, 2002). En los ultimos 50
afios, se han introducido distintos compuestos organofosforados sintéticos, en forma de
insecticidas, herbicidas, fungicidas, antibiéticos y armas quimicas. Entre los diferentes
tipos de plaguicidas, destaca el uso de herbicidas (Grube, 2011), como lo es el glifosato (N-
fosfonometil glicina), un compuesto que se caracteriza por ser un fosfonato y que ha sido
uno de los herbicidas mas utilizados de los ultimos afios (Duke y Powles, 2008). El
herbicida glifosato, actualmente es ampliamente utilizado en los paises sudamericanos,
centroamericanos y en México (Buffin y Topsy, 2002). Sin embargo en nuestro pais, a
pesar de su uso intensivo, existen pocos trabajos que busquen estrategias para mitigar los

efectos que puede causar este herbicida.

El suelo es indudablemente el almacén mds susceptible del ecosistema a estos
compuestos, ya que se expone con mayor frecuencia a la influencia de los herbicidas
(Gianfreda et al., 2011). Cuando estos se aplican constantemente en el suelo durante las
actividades agricolas, la presencia de diferentes moléculas puede provocar efectos
negativos en la comunidad microbiana del suelo, asi como alterar procesos edéficos, tales
como el flujo de energia, la dinamica de nutrientes, asi como modificar la estructura de las
comunidades microbianas (Wardle et al., 1990), de las cuales dependen muchos de los
procesos que se llevan a cabo en el suelo, tales como la descomposicién de residuos
organicos, la promocién del crecimiento de las plantas y la disponibilidad de nutrientes

(Jacobsen et al., 2014).

La disponibilidad del fésforo (P) depende de la mineralizacién bioquimica de las
moléculas orgdnicas con P (Walker y Syers, 1976), la cual esta regulada por la actividad de
microorganismos. Esta mineralizacién se realiza con exo-enzimas producidas por estos

mismos, quienes al convertir los compuestos organicos en inorganicos, pueden hacer uso
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del P (Alexander, 1981). En los ultimos afios, se han reportado algunas bacterias que
pueden utilizar compuestos organofosforados como fuente de carbono, nitrégeno o
fosforo. Debido al potencial que tienen algunos microorganismos en la degradacidn de los
herbicidas, se han realizado numerosas investigaciones que estudian su capacidad
degradativa sobre estos compuestos. Por lo que el uso de microorganismos se ha
considerado una opcién viable y eficiente para la restauracién de ecosistemas

contaminados con herbicidas organofosforados (Singh et al., 2006).

En particular, la utilizacién de microorganismos procedentes de ecosistemas
oligotroficos puede ser una alternativa viable, ya que estos organismos tienen las
herramientas a nivel genético y enzimatico para mineralizar compuestos orgdnicos mas
recalcitrantes, como los fosfonatos. Entre los ecosistemas oligotréficos destacan los
desiertos, ya que el fosforo es el principal nutriente que limita la produccién primaria neta
después de que los requerimientos por agua y nitrégeno han sido satisfechos (Cross y

Schlesinger, 2001).

Los ecosistemas aridos y semiaridos representan aproximadamente el 41% de la
superficie continental del planeta y estan habitados por cerca del 38% de la poblacion
mundial (MEA, 2005). Debido al continuo crecimiento poblacional y necesidad de
incrementar la productividad agricola en los paises mas pobres expuestos a la inseguridad
alimentaria, se ha buscado ampliar la superficie agricola, muchas veces a zonas poco aptas
para esta actividad, como son los ecosistemas desérticos (SEMARNAT, 2012; Oldeman,
1998). Las zonas secas albergan alrededor del 44% de las tierras agricolas del mundo
(UNCCD, 2011; SEMARNAT, 2012) y forman parte del 10 al 20% de la superficie de suelos
degradados en el mundo (Lepers et al., 2005). En México, las zonas secas ocupan
aproximadamente 102 millones de hectdreas, alrededor del 52% del territorio nacional
(SEMARNAT, 2008) y ademas abarcan cerca del 50% de la superficie agricola de nuestro
pais (SEMARNAT, 2012). Las zonas desérticas en México se encuentran principalmente en

los desiertos Chihuahuense y Sonorense, asi como la regién del complejo del valle de
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Tehuacdn-Cuicatlan, ubicado entre los estados de Puebla y Oaxaca (Hernandez, 2006).

Dentro del desierto Chihuahuense, se encuentra el Valle de Cuatro Ciénegas (VCC),
Coahuila, donde sus suelos presentan concentraciones hasta 5 veces menores del P total a
las reportadas en otros desiertos norteamericanos (Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013). En
estos suelos, la mineralizacion de formas organicas de P es fundamental para la
disponibilidad del elemento, ya que en este ecosistema llegan a representar hasta un 49%
del P total (Perroni et al., 2014). Entre los compuestos orgdnicos, los ésteres de fosfato
son los mas abundantes; sin embargo también se pueden encontrar otros compuestos
como los fosfonatos, los que pueden representar una fuente alternativa de P disponible
(Kolowith et al., 2001), ya que en condiciones de deficiencia de P inorgdnico, se inducen
genes involucrados en su adquisicidon y asimilacion a partir de la mineralizacion de los

compuestos organicos (Fischer et al., 2006).

Alcaraz et al., (2010), reportaron a la bacteria Bacillus sp. m3-13, obtenida de una
laguna de desecacién del VCC, la cual contenia los genes phn, que codifican para
importadores de fosfonatos, permeasas y C-P liasas. Tapia-Torres et al. (2016)
identificaron bacterias edaficas proveniente del VCC capaces de crecer utilizando
diferentes fuentes de fésforo, entre estas el 2-aminoetil fosfonato (2-AEP), el fosfonato
biogénico mds abundante en la naturaleza, que requiere enzimas especificas para poder
ser mineralizado (Konova y Nesmeyanova, 2002). En este trabajo, las bacterias
degradadoras de 2-AEP principalmente pertenecieron a los phyla Firmicutes,
Proteobacteria y Actinobacteria. Posteriormente, utilizando los aislados con mejor
crecimiento en el medio con 2-AEP, Mordn (2014) probé la capacidad de crecimiento de
los aislados bacterianos en el compuesto N-fosfonometil glicina (glifosato), obteniendo 10
aislados que potencialmente podrian ser utilizado en suelos expuestos con herbicidas que

contienen glifosato.

En los trabajos anteriores se ha probado la capacidad degradativa de las bacterias
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edaficas del VCC, tanto en fosfonatos naturales (2-AEP), como sintéticos (glifosato). En el
presente trabajo se analizara la capacidad degradativa del herbicida comercial Faena® de
nuevos aislados de bacterias, provenientes de suelos manejados y abandonados
expuestos a este herbicida, ademas de identificar las bacterias con mayor capacidad

degradativa del glifosato.
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4. Pregunta de investigacion

¢Cual es la capacidad de la comunidad microbiana cultivable para degradar al glifosato

bajo diferentes intensidades de manejo en un desierto oligotréfico del norte de México?

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Analizar la capacidad de la comunidad de bacterias eddficas en la degradacién del
herbicida con glifosato (Faena®) en dos sitios con diferente manejo agricola (invernadero

con nopal y de un suelo abandonado).

5.2 Objetivos Particulares

* Caracterizar la dinamica del P y la actividad enzimatica en suelos contaminados
con herbicidas organofosforados.

* Analizar los efectos del glifosato en la dinamica de nutrientes en el suelo de los dos
sitios estudiados.

* Analizar los efectos del glifosato en la actividad microbiana del suelo.

* Seleccionar aislados bacterianos provenientes de un ecosistema arido oligotréfico
abandonado y de un ecosistema arido con manejo agricola para la degradacién de

herbicida con glifosato.
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6. Antecedentes

6.1 Dinamicade C,Ny P

El entendimiento de los ciclos biogeoquimicos se basa en estudiar los procesos
entrelazados que tienen los componentes bidticos y abidticos de los ecosistemas para
proporcionar las moléculas necesarias para el crecimiento y reproduccién de los
organismos vivos (Paul, 2014). Para la sintesis de estas moléculas, se requieren de seis
elementos que se conocen como los principales bloques de construccion para todas las
macromoléculas bioldgicas y que forman el 95% de la masa de la bidsfera; estos
elementos son Carbono (C), Hidrégeno (H), Nitrégeno (N), oxigeno (0O), Fosforo (P) y
Azufre (S) (Schlesinger, 1997). Cada uno de estos elementos tienen su propia dindmica y
provienen de distintas fuentes; por ejemplo para el C, N y S, la atmdsfera es su fuente
primordial, mientras que el intemperismo de los minerales que conforman las rocas
parentales es la fuente principal para la obtencién de P (Schlesinger, 1997). EIC, Ny P
representan los elementos mas importantes bioldgicamente, ya que forman parte de las

biomoléculas que constituyen a los seres vivos (Paul, 2014).

Los suelos son los principales componentes de los ecosistemas terrestres donde
ocurren los procesos sustanciales de los ciclos biogeoquimicos (Schlesinger, 1997). La
entrada de C en los suelos es por medio de la incorporacién de la materia organica
producida principalmente por la fotosintesis. Este proceso lo realizan las plantas y algunos
microorganismos, los cuales fijan el C atmosférico (en forma de CO;) y lo transforman en C
organico (Wardle, 2004). En el suelo, la forma quimica de C orgdnico que puede ser
utilizado por los organismos heterdtrofos es el C orgdnico disuelto (COD), el cual puede
estar en forma de moléculas pequefas (como azucares simples o aminodcidos) o en
moléculas de alto peso molecular (como la celulosa; Neff y Asner, 2000), las cuales deben
ser despolimerizadas para que puedan ser utilizadas por la comunidad microbiana

heterdtrofa. Una vez que estas moléculas son inmovilizadas en la biomasa microbiana son
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oxidadas para producir energia por medio de la respiracién y liberar nuevamente el C a la

atmoésfera en forma de CO, (Schlesinger, 1997).

Uno de los elementos que a menudo limitan la produccion primaria neta es el
Nitrégeno (N) (Schlesinger, 1997). EI N se encuentra en la atmdsfera en forma de N,
gaseoso y la manera en la que este puede entrar a los ecosistemas terrestres es por medio
del proceso de fijacidn bioldgica, la cual es llevada a cabo por bacterias fijadoras
(Cyanobacterias, bacterias del género Burkholderia, Frankia y Clostridia) que tienen la
capacidad de romper los enlaces covalentes triples del N, y reducirlo a amonio (NH;")
(Falkowski, 2008; Fenchel et al., 2012). Cuando los microorganismos lo liberan como
amonio al suelo puede ser absorbido por las plantas y posteriormente este N contenido
en la materia organica es degradado por microorganismos que a través de la accion de
exo-enzimas, son capaces de romper los polimeros complejos como pueden ser proteinas,
acidos nucleicos y quitina, y los convierten en subunidades pequefas y solubles en agua,
como aminoacidos y nucleétidos, liberando de esta forma el N como N organico disuelto
(NOD). EI NOD puede nuevamente ser absorbido por microorganismos, los cuales
dependiendo de la disponibilidad de C y N en los suelos, pueden inmovilizarlo o
mineralizarlo, liberando NH;" a la solucién del mismo (Chapin et al., 2011). Finalmente el
NH," puede oxidarse por bacterias a nitritos (NO,) (Nitrosomonas, Nitrosococcus y
Nitrosopumilus), y posteriormente a nitratos (NOs3’), lo cual es llevado a cabo por un grupo
restringido de bacterias nitrificantes (Nitrospira) (Fenchel et al., 2012). Cuando el sistema
se encuentra limitado por C, aumenta la proporcién en la que el NOD es absorbido por
microorganismos para soportar las demandas energéticas para el crecimiento y se
desecha el N en exceso en forma de NH,", el cual lo utilizan bacterias nitrificantes como
fuente de energia y por tanto, la nitrificacién se convierte en el proceso dominante

(Chapin et al., 2011).

El ciclo global del P se caracteriza entre los otros ciclos, porque no tiene una fase

gaseosa y es controlado principalmente por reacciones geoquimicas del P con los

Chavez-Ortiz Pamela




minerales del suelo (Schlesinger, 1997). La mayor parte del P en el suelo es originado por
la intemperizacion de minerales que contienen fosfatos, principalmente la apatita (Paul,
2014; Schlesinger, 1991). El anién ortofosfato (PO4’) procedente del intemperismo de la
apatita es la forma principal de P inorganico disponible para la biota, sin embargo, esta
forma quimica de P es poco abundante en el suelo, ya que es muy reactiva, y puede
generar diferentes tipos de moléculas por procesos de precipitacién, disolucidn y oclusién

(Frossard et al., 2000).

Los procesos de precipitacidn y oclusidon dan lugar a que en las etapas posteriores
del intemperismo y del desarrollo del suelo, dominen las formas de P organico y P ocluido
en el sistema (Walker and Syers, 1976), siendo el P organico la principal fuente de P
disponible, pero para ello primero debe ser mineralizado. La mineralizacion se lleva a cabo
por las exo-enzimas producidas por bacterias, plantas y hongos, como las
fosfomonoesterasas, fosfodiesterasas y fosfonatasas (Paul, 2014). La produccién de estas
enzimas por la microbiota, es dependiente del COD, ya que este representa la energia
necesaria para que las bacterias produzcan las enzimas que mineralizan al P organico
(Chapin et al., 2011). Por lo tanto, en lugares donde haya una mayor concentracion de

COD, hay mayor capacidad para mineralizar al P organico.

Otro proceso importante para la disponibilidad del P es la solubilizacién, cuyo fin es
volver soluble al P que reacciond con los cationes presentes en el suelo y se precipitd en
formas quimicas no disponibles. La solubilizaciéon consiste en la liberacién de formas
inorganicas de P por medio de la produccién de acidos organicos, los cuales acidifican la
solucién del suelo por la liberacién de protones (H*), lo cual ocasiona la transformacién
quimica del P insoluble a P inorgdanico disponible para poder ser asimilado por la biota del

suelo y las plantas (Plassard et al., 2011; Paul, 2014).

Las actividades humanas han tenido impactos en la dindmica de los nutrientes,

alterando la regulacién de los procesos de los ecosistemas. En la agricultura, el uso de
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fertilizantes y el cultivo de plantas fijadoras de N, ha aumentado los flujos de N, lo que ha
duplicado las tasas de entradas de N y cuadruplicado las entradas de P a la bidsfera

(Chapin et al., 2011, Falkowski, 2000).

Los ecosistemas aridos se caracterizan por tener pocas fuentes de energia y
nutrientes disponibles para los microorganismos del suelo, y a menudo el N y P son los
principales elementos limitantes de la productividad primaria de estos ecosistemas
(Lopez-Lozano et al., 2012, Tapia-Torres et al., 2015). En particular, los suelos del Valle de
Cuatro Ciénegas (VCC) se caracterizan por tener baja concentracion de P. Por ejemplo, en
ecosistemas naturales de este Valle se han reportado concentraciones de este elemento
que van de 70-90 pg g en suelos con pastizales y hasta 200 pg g* en suelos con
matorrales, las cuales son muy bajas en comparacidn con otros desiertos de
Norteamérica, donde los valores oscilan entre 500 y 1,000 pg g'1 (Tapia-Torres y Garcia-
Oliva, 2013). Sin embargo, a pesar de que la concentracion de fésforo total (PT) es baja en
los suelos con pastizales del VCC, la proporcion de fosforo organico es muy alta, llegando a
representar hasta el 49% del PT (Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013). Por lo tanto, la
disponibilidad de este nutriente depende de la mineralizacidn de las formas organicas de

P.

A pesar de la escasez de agua y de la poca disponibilidad de nutrientes, los suelos
del VCC han sido ampliamente utilizados para actividades agricolas. En cuanto al manejo
agricola que se lleva a cabo dentro del Valle con cultivos de alfalfa, Hernandez-Becerra et
al. (2016) determinaron que las practicas de manejo agricola como el riego y el uso de
fertilizantes, generaron mayor disponibilidad de agua y nutrientes que favorecian la
actividad de microorganismos heterétrofos, promoviendo mineralizacién e inmovilizacion
de N y mineralizacién de POD. Hernandez-Becerra et al. (2016) también identificaron un
proceso de acidificacién del suelo en la parcela agricola. Se compararon estos suelos con
un sitio conservado y uno abandonado, los cuales presentaron limitaciones por agua,

energia y nutrientes, lo que en la parcela abandonada, promovié la actividad de
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microorganismos autétrofos que llevan a cabo la nitrificacion, incrementando la
concentracion de NOs’, el cual es mas susceptible a pérdidas por lixiviacion y nitrificacion.
En contraste, en el sitio pastizal se encontré mayor N inmovilizado en biomasa microbiana

(Nmic), lo que favorece la proteccién de este nutriente en el suelo.

Asi mismo, se detectaron cambios en los cocientes C:N:P de la biomasa
microbiana, presentando un cociente mads cercano al determinado por Cleveland y Liptzin
(2007) de 60:7:1 en los ecosistemas conservado y abandonado. Sin embargo, el sitio
agricola presentd un cociente de 99:33:1. Asi mismo, Martinez-Piedragil (2013) encontré
que habia mayor concentracién de COD, NOD y NH,;" disponible en el pastizal natural que
en las parcelas abandonadas, pero estas parcelas tuvieron valores mds altos de nitratos.
En cuanto al P, las concentraciones de este elemento en las parcelas abandonadas fueron
mayores en comparacion con el sitio conservado, probablemente por sus antecedentes de
fertilizacion (Martinez-Piedragil 2013, Hernandez-Becerra et al., 2016). Estos trabajos
muestran como los sistemas de manejo agricola actuales han modificado la dinamica de
nutrientes en los suelos del VCC, asi como las funciones de los microorganismos en este

tipo de ecosistemas.

6.2 Dindamica del glifosato en el suelo.

6.2.1. Oclusiéon de P

El P dada su naturaleza reactiva, es atraido electrostaticamente a los sitios
cargados positivamente de los minerales que se encuentran en el suelo, llegando a unirse
fuertemente a ellos y dejando de estar disponible para las plantas al formar uno o dos
enlaces covalentes con los metales de la superficie mineral (Chapin et al., 2011), ademas
el P puede adsorberse a la materia organica, éxidos, arcillas o carbonatos (Buckingham et
al., 2010) o unirse a minerales que se encuentran solubles para formar precipitados
insolubles con hierro (Fe*), aluminio (A**) y calcio (Ca**) (Chapin et al., 2011). El P se

define como P ocluido cuando este se encuentra estable en formas que resisten los
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cambios fisicos y quimicos del suelo a corto y mediano plazo y por lo tanto, no se

encuentra disponible para la biota (Buckingham et al., 2010).

6.2.2 Factores que favorecen la oclusion

Entre los factores que influyen en la oclusion del P, uno de los mas importantes es
el pH, el cual afecta directamente a las diferentes formas quimicas de P presentes en el
suelo (Barber, 1984; Plassard et al., 2011). En suelos con pH &cido, el Fe**, AP* y Mn** son
muy solubles, y reaccionan con los iones fosfato (PO para formar compuestos
insolubles (Barber, 1984). En cambio los suelos alcalinos tienen generalmente altas
concentraciones de cationes de Mg** y Ca** intercambiables y de CaCOs, lo cual forma por
ejemplo, precipitados de fosfato de calcio (CasH,P0O4) reduciendo asi la disponibilidad del
P en la solucidon del suelo (Lathja y Schlesinger, 1988; Chapin et al., 2011). La precipitacién
del fosfato de calcio es una de las principales razones por las que los fertilizantes
fosfatados se vuelven no disponibles en ecosistemas agricolas ricos en calcio. Por otra
parte, los compuestos organicos también afectan la oclusion, ya que pueden formar
complejos con el P unido a minerales como Fe y Al, y los protege de la accién de enzimas
(Chapin et al., 2011). Los procesos que influyen en la oclusion de P son afectados por el
tamaniio y estructura de las particulas a las que se adsorbe el P. Por ejemplo, las particulas
pequeias tienen mayor area superficial, por lo que forman enlaces mas estrechos con el
P, y por razones similares, los minerales amorfos adsorben el P de manera mas rapida en
comparacion con los compuestos que tienen estructuras cristalinas (Carreira et al., 2006;

Ryan et al, 1985; Buckingham et al., 2010).

6.2.3 Oclusion de P en suelos del Valle de Cuatro Ciénegas

Perroni et al. (2013) reportaron que la concentracién de PT era menor en el
pastizal en comparacion con el matorral, y que en ambos sitios, mas del 80% del P estaba

en formas no disponibles u ocluidas. Mediante un andlisis de fraccionamiento de P,
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demostraron que solo una baja proporcion del P estaba biodisponible. Se encontré que el
suelo del pastizal tenia una mayor capacidad de oclusién de P en comparacién con el
matorral. Ademas, el suelo del pastizal también tenia mayor proporcién de P organico y
mayor biomasa radical de las plantas, lo que explica que los fendmenos de oclusion de P
no estan explicados unicamente por factores intrinsecos del suelo como pH y humedad,
sino también por la alta concentracién de compuestos organicos, ya que estos favorecen
las formas amorfas minerales, las cuales tienden a adsorber el P mas rapidamente que el

material cristalino (Carreira et al., 2006; Ryan et al., 1985; Buckingham et al., 2010).

6.2.4. Oclusion de glifosato

La adsorcidon ha sido uno de los factores mas importantes que influencian el
comportamiento de los herbicidas en el suelo (Hensley et al., 1978). El glifosato es uno de
los herbicidas mas utilizados a nivel mundial (Duke y Powles, 2008), el cual se caracteriza
por ser un ion zwitteridnico con valores de pK, de <2, 2.6, 5.6 y 10.6 (Sprankle et al.,
1975), los cuales son dados por los tres grupos funcionales que contiene el glifosato (acido
fosfonico, dcido carboxilico y amina secundaria) (Damonte et al., 2007). Los valores de pK,
indican cémo el comportamiento de oclusion del glifosato depende del pH del suelo. Su
oclusion disminuye al aumentar el pH dado que la interaccion entre las arcillas y el
glifosato disminuye, debido a que ambos adquieren cargas mas negativas (McConnell y

Hossner, 1985).

La fraccién de acido fosfénico de la molécula del glifosato, facilita la oclusién de
este herbicida a las arcillas y a los hidroxidos (Sparkle, 1975; Mordn, 2014), ademas de que
le da un comportamiento de adsorcién similar a la adsorcion del PO43', la cual consiste en
la formacién de enlaces covalentes entre un oxigeno de un PO,> y un éxido metalico, por
lo cual el herbicida puede competir con los fosfatos por los mismos sitios de oclusion en el
suelo (de Jonge et al., 2001). Por lo tanto, las aplicaciones de fésforo inorganico pueden
influenciar la biodisponibilidad y transporte del glifosato en el suelo (Gimsing y Borggaard,

2002). Esto es importante dado que el uso desmedido actual de fertilizantes fosfatados
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junto con la aplicacion de herbicidas como el glifosato, conlleva a un aumento del P
disponible en suelos agricolas, que conlleva a una menor fuerza de oclusidn del glifosato
en el suelo, ya que el fosfato inorganico excluye al glifosato de los sitios de oclusién en el
suelo (Gimsing y Borggaard, 2001). El aumento de concentracion de P disponible en el
suelo, causa no sdlo una disminucidn en la cantidad de glifosato adsorbido, si no también
gue las reacciones de oclusion sean mas débiles o mas reversibles (de Jonge et al., 2001),
lo cual aumenta la movilidad del herbicida, produciendo pérdidas de este por lixiviacion,
(Sviridov et al., 2014) o bien aumenta la biodisponibilidad de este propiciando su

degradacion por los microorganismos del suelo (Schnirer et al., 2006).

Otro factor en la adsorcion del glifosato en los suelos, es la carga de los cationes
gue estan presentes en el suelo (McConnell y Hossner, 1985). Se ha reportado que la
influencia en la adsorcion del glifosato de los cationes en las superficies de intercambio

3+
I

catiénico aumenta de la siguiente manera: Na*<Mg”*<Ca**<Zn**<Mn**<Fe**<AI** (Sprankle

et al., 1975).

6.2.5 Capacidad de microorganismos del Valle de Cuatro Ciénegas para crecer
utilizando distintas fuentes de P

Se han realizado experimentos con algunos microorganismos cultivables del VCC
con el fin de demostrar su capacidad de adquirir el P a partir de distintos compuestos,
tanto inorganicos como orgdnicos. Tapia-Torres et al. (2016) utilizaron 1,163 aislados
provenientes de suelos de dos sitios (ubicados en Churince y Pozas azules) y sedimentos
(de una laguna en Churince y una laguna fertilizada) para probar su capacidad de obtener
el P a partir de distintos sustratos, los cuales fueron fosfato de potasio (KH,PQ,), fosfato
de calcio (CasH,P0O,), fosfito (HsPOs3), acido 2-aminometil fosfonico (2-AEP), 2-
fosfonoacetaldehido (2-PA) y ADN. El 80% de los aislados de sedimentos y 60% de los
aislados de suelo, pudieron crecer utilizando KH,PO,4. La mayor proporcién de aislados que
crecio utilizando CasH,P0Q4, se observd en los aislados provenientes del sedimento de la

laguna sin fertilizar. EI 50% de los aislados del sedimento sin fertilizar pudieron crecer con

Chavez-Ortiz Pamela




HsPO3 como unica fuente de P. Menos del 10% de los aislados de los dos sitios pudieron
crecer utilizando 2-PA, pero alrededor de 20% de los aislados pudo crecer utilizando 2-
AEP. El 90% de los aislados provenientes del suelo y de la laguna sin fertilizar pudieron
utilizar ADN como fuente de P, pero solo 30% de los aislados provenientes del sedimento
fertilizado tuvo esta capacidad. En este estudio, la distribucidon de la capacidad para
obtener el P de distintas fuentes, no se relaciond a ningun grupo taxondmico particular.
De este trabajo se puede decir que la variedad de comunidades bacterianas tanto del
suelo, como del sedimento tienen una diversidad de estrategias para la adquisicion de P y
pueden utilizar especies de P tanto oxidadas, como reducidas. Las estrategias que utilizan
estos microorganismos incluyen la mineralizacion de compuestos organicos con P
utilizando distintas enzimas como la fosfatasa, fosfodiesterasa y fosfonatasa, la oxidacion

del fosfito y la solubilizacién de compuestos inorganicos que contienen P.

6.2.6 Capacidad de microorganismos del Valle de Cuatro Ciénegas para crecer
utilizando glifosato

Mordn-Cruz (2014) utilizé 45 de los aislados bacterianos provenientes del suelo del
VCC, que previamente habian sido identificados en el trabajo de Tapia-Torres et al. (2016)
como capaces de utilizar el 2-AEP como Unica fuente de P para probar la capacidad de
estos aislados de utilizar el compuesto n-fosfonometil glicinia (glifosato) como unica
fuente de P. Estos aislados se pusieron a crecer experimentalmente en diferentes medios
de cultivo (sin P, medio con KH,PO,4, medio con 2-AEP y medio con glifosato) para probar
la capacidad de estas bacterias para utilizar al fosfonatos y glifosato como fuente de P.
Como resultado de este experimento, se obtuvieron 10 aislados capaces de utilizar el
glifosato como Unica fuente de P, los cuales correspondieron a las especies Bacillus firmus,
Bacillus sonoroensis, Bacillus cereus (2 aislados), Bacillus thuringiensis y Bacillus
licheniformis, y 4 aislados identificados a nivel género los cuales fueron Pantoea sp.,
Bacillus sp. (2 aislados) y Pseudomonas sp. Este autor concluye que a pesar de que los 45

aislados pueden utilizar el fosfonato 2-AEP como fuente de P por accion de la enzima
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fosfonoacetaldehido hidrolasa (fosfonatasa), probablemente no todas las bacterias
seleccionadas tienen las enzimas especificas para la degradacion del glifosato, como el
complejo enzimatico C-P liasa que rompe los enlaces C-P de la molécula, o la glifosato
oxido-reductasa, que produce dacido metil fosfénico, el cual después puede ser
mineralizado a ortofosfato por medio de una fosfonatasa o una C-P liasa. Por lo tanto, los
grupos microbianos capaces de degradar el glisfosfato son pocos y su utilizaciéon puede

representar una oportunidad para remediar suelos contaminados con este herbicida.
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7. Metodologia

7.1 Sitio de Estudio

El Valle de Cuatro Ciénegas se localiza en el estado de Coahuila, y pertenece al
Desierto Chihuahuense. Se ubica en las coordenadas 26259°10” de latitud Norte y
102203’59"” de longitud Oeste (Figura 1). Cuenta con una extensién aproximada de 40 km
de este a oeste y 25-30 km de norte a sur (Pinkava, 1979) y una altitud de 740 m.s.m.n.m
(CONAGUA, 2010). El tipo de clima segun Koppen modificado por Garcia es
BWhwx'(w)(e’): muy seco, semi-cdlido, con una temperatura media anual de 21.9 °C, la
temperatura del mes mas frio (Enero) es de 12.9 °Cy la del mes mas caliente es de 28.8 °C
(Julio), con una oscilacién térmica muy extrema. La lluvias anual es de 253 mm
concentrada en los mese de verano y el porcentaje de lluvia invernal es de 9.3% (Montiel-

Gonzalez, Com. Pers.).

El Valle de Cuatro Ciénegas estd formado principalmente por dos tipos de roca: el

yeso (sulfatos de calcio) del lado oeste del valle y la caliza (carbonatos de calcio)
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proveniente del periodo cretdcico y que se encuentra en el este del valle (Lehmann et al.,
1999). De acuerdo a la clasificacion WRB (2007), los suelos predominantes en esta regién
son los Gipsisoles y Calcisoles que corresponden a los yesos y calizas, respectivamente. El
valle se encuentra rodeado de las sierras de La Madera y La Menchaca al norte, la
Purisima y San Vicente al oeste, San Marcos y Pinos al sur y La Fragua al sureste. Debido
principalmente a este aislamiento geografico se ha permitido la conservacién de grupos
microbianos altamente diversos, que estan adaptados a las condiciones oligotrdéficas del

Valle (Cerritos et al., 2011; Peimbert et al., 2012; Lopez-Lozano et al., 2013).

A pesar del clima seco y condiciones oligotroficas presentes en el valle de Cuatro
Ciénegas, las actividades agricolas son muy importantes para esta regién. En el 2010, se
contaba con una superficie de cultivos de 3,233 ha, siendo la alfalfa el cultivo que ocupa
mas del 71% de la superficie sembrada (Beltran, 2017). La alfalfa es producida dada su alta
demanda para abastecer el ganado que se encuentra en la Comarca Lagunera, una de las
cuencas lecheras mas importantes del pais que abarca 5 municipios de Coahuila y 10 de

Durango (Beltran, 2017).

El cultivo de alfalfa es uno de los factores que mas ha contribuido a la degradacion
del suelo, por el uso de fertilizantes quimicos, plaguicidas (Challenger, 1998) y los grandes
volimenes de agua requeridos por este cultivo que son aproximadamente de 219 L Kg™
de alfalfa (Rios-Flores et al., 2011) y la productividad es alrededor de 55 a 60 toneladas de
alfalfa por hectarea (Beltran, 2017). Por estos amplios requerimientos de agua, se ha
recurrido a la sobre explotacion de recursos hidricos como son la perforacién no regulada
de pozos (Hernandez-Becerra, 2014), lo que ha provocado la desecacién de los principales
lagos y humedales (DOF, 2008), representando la produccién de la alfalfa como uno de los

principales factores de degradacidon del valle (Souza et al., 2006).

La zona agricola que se designd como sitio de estudio, se localiza dentro del ejido

del Valle de Cuatro Ciénegas, y se encuentra ubicado al norte sobre CaCOs, en suelos
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Calcisoles (CONANP, 2007). El sitio de estudio tenia un historial de manejo que consistia
en la produccion de cultivo de alfalfa, bajo condiciones de riego por inundacién y
fertilizacion quimica. Sin embargo, debido a los motivos antes mencionados, se han
buscado alternativas en el tipo de cultivo, y ha sido recomendado para los agricultores de
esta region el cultivo de nopal forrajero por la menor cantidad de demanda de agua. En
este sitio de estudio, la alfalfa habia sido reemplazada por el cultivo de nopal forrajero
desde hacia 5 afios. Debido a un periodo de heladas que se presenté en Cuatro Ciénegas,

los cultivos de nopal se encontraban dentro de invernaderos.

El cambio de cultivo no sélo ha implicado un cambio en el manejo de sistemas de
riego, sino también un cambio en los insumos quimicos para la produccién del nopal.
Anteriormente, se utilizaban los herbicidas Select (ciclohexadiona), Cedrus
(ciclohexadiona) o Pivot (imazethapyr) para el cultivo de alfalfa (Herndndez-Becerra, 2014)
y actualmente se utilizan herbicidas que contienen glifosato como ingrediente activo, ya
que debido a que este es un herbicida foliar no selectivo de amplio espectro, no era

adecuado para el cultivo de alfalfa.

7.1.1 Disefio de muestreo

Muestreo para caracterizacion del sitio y andlisis de oclusion de P

El muestreo se llevd a cabo en el mes de septiembre de 2014. Las muestras fueron
obtenidas de un invernadero de nopal, el cual contenia 11 camellones de 56 m de largo,

con 1 m de ancho por camellén y 1.2 m de ancho entre camellones.

Para este muestreo, en cada camellén se tomd una muestra cada 5 m, obteniendo
10 submuestras, las cuales se mezclaron homogéneamente para obtener una muestra

compuesta por camelldn, obteniendo un total de 10 muestras (Figura 2).

Se tomd una muestra fuera del invernadero, de manera paralela a este, formando

un transecto de 56 m de largo, e igualmente se tomé una submuestra cada 5 m, formando

Chavez-Ortiz Pamela




al final una muestra compuesta, designando este sitio como “sitio abandonado” puesto

gue anteriormente formaba parte de los cultivos de alfalfa.

Muestreo para experimento de incubaciones de suelo

El segundo muestreo se llevé a cabo en el mes de Junio de 2015 y su disefio se
observa en la figura 3. Se muestrearon 5 de los 11 camellones muestreados en Septiembre
de 2014, y fueron seleccionados de acuerdo a los resultados de los anélisis
biogeoquimicos del primer muestreo. Por cada camelldon se tomé una muestra cada 5 m,
obteniendo 10 sub-muestras, las cuales se mezclaron homogéneamente para obtener una

muestra compuesta por camelldn.

Se tomaron 3 muestras al exterior del invernadero, de manera paralela a este
formando un transecto de 56 m de largo, y también se tomd una sub-muestra cada 5 m,

formando al final tres muestras compuestas del sitio abandonado.
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5.2 Caracterizacién del Sitio
7.2.1 Analisis Biogeoquimicos

7.2.1.1 Humedad y pH

La humedad se obtuvo por medio de un analisis gravimétrico, en el cual se pesé un
alicuota de cada muestra y se colocaron en un horno a 802C por 48 h, registrando el peso
del suelo humedo y el peso del suelo seco al final de las 48 h. Se calculd el porcentaje de

humedad con la ecuacion 1.

Ec. 1:

% I dad Peso suelo hiimedo — Peso suelo seco 100
= X
o Humeaa Peso suelo himedo

Para determinar el pH del suelo se utilizé una solucién 1:10 p/V de suelo con agua
desionizada y se leyé en un potenciometro previamente calibrado (Thermo Scientific,

modelo Orion 3star Plus).
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7.2.1.2 Analisis de nutrientes

Las formas de carbono (C) contenidas en el suelo se determinaron utilizando un
Analizador de Carbono Total (UIC-COULOMETRICS mod. 50120; Chicago, E.U.A.); mientras
gue para la determinacion de todas las formas de nitrégeno (N) y fésforo (P), a excepcion
del P microbiano, se utilizé un Autoanalizador Bran-Luebbe IIl (marca Bran-Lubbe, modelo
AA3; Nordestedl|, Alemania). La determinacion del P contenido en la biomasa microbiana
se realizd con un fotoespectrometro de UV-Visible (marca Thermo Scientific, modelo
Evolution 201)

Determinacion de C, N 'y P totales

Para la determinacién de los nutrientes totales de C, N y P, una alicuota de cada
muestra fue secada en un horno a 802C por 48 h. Posteriormente, las muestras secas se

molieron en un mortero de agata.

El carbono total (CT) fue determinado por combustién y deteccién coulométrica
(Huffman, 1997). Se cuantificé el CT utilizando el Analizador de Carbono Total y el C
inorganico total (CIT) se determiné por medio del mddulo de acidificaciéon que utiliza 10
ml de H,SO44 N por muestra, La medicién del CT y el CIT fue calibrada con CaCOs puro. El

C organico total (COT) fue determinado por la diferencia entre CT y el CIT.

Para la cuantificacion de N y P totales (NT y PT respectivamente), se realizd una
digestion acida a 3602C con H,SO4 y H,0, (20:1) y una mezcla pre-digestora de K,SO4 y
CuSO,; (10:1) como catalizador. EI NT se determind por el método macro-Kjeldahl
(Bremmer, 1996) y se leyd por colorimetria a 660 nm en un autoanalizador Bran-Luebbe I
(marca Bran-Lubbe, modelo AA3; Nordestedl, Alemania). EIl PT se determind por el
método colorimétrico de molibdato de amonio y reduccién con acido ascérbico (Murphy y
Riley, 1962) y se leyé a 660 nm en un autoanalizador Bran-Luebbe Ill (marca Bran-Lubbe,

modelo AA3; Nordestedl, Alemania).
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Determinacion de C, N y P disueltos

Para la cuantificacidon de C, N y P disueltos se siguié el método propuesto por Jones y
Willet (2006). Para ello se pesd una submuestra de 20 g de suelo fresco, se adicionaron 80
ml de H,0 desionizada y se agitaron por 30 min a 350 rpm. Al terminar, las muestras se
filtraron con papel Whatman No. 42 y después se filtraron por vacio con membranas
millipore de 0.45 um. De este extracto se leyd el C inorganico disuelto (CID) en el
analizador de carbono utilizando el médulo de acidificacion CM50120, con 10 ml de H,SO,4
4N. El N inorgdnico disuelto (NID) se leyé como NH;" y NOs™ ( amonio disuelto D- NH;" y
nitrato disuelto D- NOs;) y el fésforo inorgénico disuelto (PID) como PO.> en el

autoanalizador Brann-Lubbe IlI.

Para la determinacién del C total disuelto (CTD) las muestras fueron leidas en el
analizador de C en el mdédulo para liquidos (UIC-COULOMETRICS; Chicago, E.U.A.). Para la
extraccion de N y P total disuelto (NTD y PTD), se tomé una alicuota de 25 ml del extracto
anterior y fue digerido utilizando 1ml de H,SO4; concentrado a 2759C durante 2 h.
Posteriormente se adiciond 1 ml de H,0, al 30% y se volvié a calentar hasta terminar la
digestion. Después se neutralizaron las muestras utilizando fenolftaleina al 0.5% como
indicador, NaOH al 20%. Y H,SO4 5 N. Las muestras se aforaron a 50 ml y se filtraron con
papel Whatman No. 42. Los extractos de NTD se leyeron como NH," y el PTD como PO,

en el autoanalizador Brann-Lubbe III.

Las formas orgdnicas disueltas de C, N y P (COD, NOD y POD) se determinaron
calculando la diferencia entre el total disuelto y el inorgdnico disuelto, con excepcion del

NOD que fue calculado por la diferencia del NTP y el D- NH,".

Determinacion de Nitrégeno disponible

Para determinar las formas inorganicas disponibles de N en el suelo (Dp-NH4" y Dp-

NOs’) se pesaron 10 g de suelo fresco de cada muestra y se afladieron 50 ml de KCI 2 N. La
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mezcla se agité por 30 min a 350 rpm y al terminar se filtré utilizando papel filtro
Whatman No. 1. Se cuantificaron estas formas inorganicas de N utilizando el método
colorimétrico del hipoclorito-fenol propuesto por Robertson et al. (1999) en un

autoanalizador Bran-Lubbe Ill (marca Bran-Luebbe, modelo AA3; Nordested|, Alemania).

Determinacion de Fosforo disponible

El P inorganico disponible (Dp-Pi) se determind con el método de fraccionamiento
secuencial de Hedley y Stewart (1982). Se utilizaron 5 g de suelo fresco y 30 ml de
NaH,CO3 0.5 M ajustado a un pH de 8.5, como extractante. Las muestras se agitaron por
16 h, y posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm (centrifuga Thermo Scientific SL 16).
El sobrenadante se filtré6 con papel Whatman No. 42. El Dp-Pi se obtuvo tomando una
alicuota del extracto y acidificandose con 0.55 ml de HCI 10 M. Se adicion6 fenolftaleina y
se anadieron gotas de NaOH 10 M hasta que el color viré a rosa y posteriormente, las
muestras se neutralizaron utilizando HCI 5 M y se aforaron a 25 ml. El P disponible se leyd

como PO43' en un autoanalizador Brann-Luebbe IlI.

Determinacion de Nutrientes en biomasa microbiana

Los nutrientes en biomasa microbiana se determinaron utilizando el método de

extracciéon por fumigacion con cloroformo (Vance et al., 1987).

Para C y N microbianos, se pesaron 20 g de cada muestra de suelo por duplicado
para tener muestras fumigadas y no fumigadas. Se colocaron todas las muestras a
capacidad de campo y se incubaron 24 h a 272C. Posteriormente a la incubacion, se realizo
una extraccién utilizando 80 ml de K,SO, 0.5 M con agitacion a 350 rpm por 30 min
(Brookes et al., 1985). Las muestras se filtraron al vacio utilizando membranas Millipore de

0.45 pm.

Para cuantificar el Carbono microbiano (Cmic) se tomd una alicuota del extracto
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obtenido de las muestras fumigadas y sin fumigar para determinar Carbono total (CTmic) y
C inorganico microbiano (CITmic) en un Analizador de Carbono Total (UIC Mod. Cm 50120;
Chicago, E.U.A.). Para la fraccién de CITmic, se utilizd el médulo de acidificacion CM513
con H,SO4 4N del Analizador de Carbono. El C organico microbiano (COTmic) se calculd

por diferencia de CTmic menos ClTmic.

Para la extraccion del N microbiano (Nmic), se tomé otra alicuota del extracto
obtenido después de la filtracion y se realizé una digestion utilizando 10 ml de H,SO,4
concentrado y 0.6 ml de CuSO4 0.19 M como catalizador. La digestion se llevé a cabo a
3002C (Brookes, 1985). Se determindé el N microbiano, cuantificando N Total de las
muestras fumigadas y sin fumigar, por el método colorimétrico en un autoanalizador

Bran-Luebbe Ill (marca Bran-Lubbe, modelo AA3; Nordestedl, Alemania).

Para obtener el P en biomasa microbiana (Pmic), se pesaron 5 g de muestra por
duplicado con el fin de realizar un tratamiento de fumigacién con cloroformo y otro sin
fumigar (Anderson y Domsch, 1978; Cole et al., 1978). Después de la fumigacién, las
muestras se colocaron a capacidad de campo y se incubaron 24 h a 279C. Posterior a la
incubacion, se afadieron 30 ml de NaH,CO3 0.5 M a pH de 8.5 para extraer la fraccion de P
labil de cada muestra (Hedley y Stewart, 1982) y se agitaron por 16 h a 350 rpm. Las
muestras se centrifugaron a 6000 rpm por 25 minutos (centrifuga Thermo Scientific SL 16),
se filtraron con papel filtro Whatman No. 42 y se digirieron utilizando 1.11 ml de H,S04 11
N y 0.6 ml de persulfato de amonio al 50% en un autoclave a 1219C durante una hora.
Posteriormente, las muestras se neutralizaron en un rango de pH entre 6.5 y 7 utilizando
NaOH 5N, 1N y 0.5 N. Para la lectura se utilizé el método de cuantificacion de fosforo
inorganico por colorimetria utilizando el sistema reductor de acido ascérbico y antimonio
como catalizador (Murphy y Riley, 1962), utilizando una solucién para desarrollo de color
que contiene molibdato de amonio, tartrato de antimonio y potasio, H,SO, 14 N y acido

ascorbico. Se colocaron 5 ml de esta solucién con 5 ml de muestra y la mezcla se aforé a
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50 ml. Cada muestra se leyd en un espectofotometro de UV-Visible (marca Thermo

Scientific, modelo Evolution 201) a una longitud de onda de 882 nm.

Las concentraciones finales de C, N y P microbianos se calculan de acuerdo a la ecuacion 2.

Ec. 2:
[ 1fumigado — [ ] sin fumigar

[ ]|microbiano = — —
Coeficiente de extraccion

Donde [ ] representa la concentracién de C, N o P.

El coeficiente de extraccion es el factor de recuperacién y varia de acuerdo al tipo de
suelo. Se utilizdé un coeficiente de extraccién distinto para cada nutriente, los cuales
fueron 0.54 para Nmic (Joergensen y Mueller, 1996) ,0.45 para el C mic ( Joergensen,
1996) y 0.4 para P mic, el cual es recomendado para suelos con pH de 6.2 a 8.2 (Hedley y

Stewart; Lajtha et al., 1999).

7.2.2 Andlisis Enzimaticos

El método para medir la actividad enzimatica en el suelo se basé en una
determinacidén espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado por gramo de suelo por
unidad de tiempo, cuando el suelo es incubado con un sustrato (pNP-sustrato) en una
solucion buffer (Tabatabaiy Bremner, 1969; Verchot y Borelli, 2005; Fioretto et al., 2009),
este proceso fue utilizado para 4 de las 6 enzimas que se analizaron, las cuales fueron la
fosfodiesterasa (Fd), fosfomonoesterasa (Fm), beta-glucosidasa (BG) y n-acetil
glucosaminidasa (NAG). Para la polifenol oxidasa o lacasa (PO), se siguid la metodologia
empleada por Sinsabaugh (2001) y para la determinacion de fosfonatasa (Fn) se siguid la

metodologia mencionada anteriormente (Tabatabai y Bremner, 1969; Fioretto et al.,
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2009), seguida de la cuantificacién de Pi por colorimetria (Murphy y Riley, 1996). En la
Tabla 1 se muestran las enzimas cuantificadas, asi como las variables mas importantes

para la determinacidn de la actividad enzimatica.

La extraccion de las exo-enzimas de los microorganismos del suelo se realizd
pesando 2 g de suelo fresco de cada muestra y adicionando 30 ml de buffer MUB
(Modified Universal Buffer) a pH de 8. El buffer MUB contiene Tris-HCI, dcido maléico,
acido citrico, acido borico y agua y el pH se ajusté utilizando NaOH y un potenciometro
calibrado (Thermo Scientific, modelo Orion 3star Plus). La mezcla se agité 15 min y
posteriormente se tomaron 670 ul de extracto, los cuales se colocaron en microtubos de
1.5 ml, ademas se agregaron 670 pl de una solucién que contiene el sustrato para cada
enzima (Tabla 1). Se colocaron controles de sustrato y de la muestra. Se prosiguié a
incubar a una temperatura de 30°C y a tiempo especifico dependiendo de la enzima
(Tabla 1). Después de la incubacién, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2
min. El procedimiento llevado a cabo para lectura de la actividad enzimatica fue diferente

para sustratos unidos a p-nitro fenol, para la PO y para la Fn.

ENZIMA SUSTRATO CONCENTRACION TIEMPO DE
INCUBACION

B-Glucosidasa (BG) pNP-glucopiranoside 10 mM 2h

N-acetil glucosaminidasa (NAG) pNP-B-n-acetyl- 4 mM 3h
glucosaminide

Polifenol oxidasa (PO) ABTS 10 mM 2.5h

Fosfomonoesterasa (Fm) pNP-phosphate 10 mM 1.25h

Fosfodiesterasa (Fd) B-pNP-phosphate 10 mM 1.25h

Fosfonatasa (Fn) 2-aminoetil fosfonato 10 mM 2h

Para la lectura de actividad enzimdtica utilizando sustratos unidos a p-nitrofenol
(para las enzimas BG, NAG, Fm y Fd) se tomaron 750 pl del sobrenadante para colocarlos

en tubos con 2 ml de aguay 75 ul de NaOH 1 N y se leyd en un espectofotémetro de UV-
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Visible (marca Thermo Scientific, modelo Evolution 201) a una longitud de onda de 410

nm.

El sustrato ABTS para la enzima PO, se leyd directamente en el espectofotémetro de
UV-Visible (marca Thermo Scientific, modelo Evolution 201) a una longitud de onda de 480

nm.

La enzima Fn se determiné por medio de cuantificacién de P inorgdnico por el
sistema reductor de dcido ascérbico y antimonio como catalizador, utilizando Ia
metodologia propuesta por Tapia-Torres y Garcia-Oliva (2015) para la cuantificacién de la
actividad de la fosfonoacetaldehido hidrolasa en suelos y sedimentos de sistemas
oligotroficos. Se utilizd una solucién de desarrollo de color que contiene molibdato de
amonio, H,SO,; 14 N, tartrato de antimonio y potasio y acido ascorbico. Para la
preparacion de la muestra de lectura se tomaron 750 ul del sobrenadante anteriormente
mencionado y se adicionaron 1675 ul de agua desionizada con 75 ul de NaOH. Las
muestras se agitaron, se afadieron 2.5 ml de la solucién para desarrollo de color, se
aforaron a 25 ml y se dejaron reposar 15 min. Las lecturas de absorbancia de Pi se
realizaron en el espectofotémetro UV-visible (marca Thermo Scientific, modelo Evolution

201) a una longitud de onda de 882 nm.

7.2.3 Andlisis Estadisticos

Se utilizaron los programas STATISTICS y R para realizar los analisis estadisticos. Se
realizé una correlacion de Spearman entre las variables medidas tanto biogeoquimicas

como enzimaticas, para buscar relaciones entre los parametros del suelo.

Se llevé a cabo un Analisis de Componentes Principales (ACP) con el objetivo de
determinar cuales variables explicaban la varianza de los resultados, y para comprobar la
separacion entre las muestras del invernadero con nopal y las muestras del sitio

abandonado. La matriz se hizo con los datos del sitio abandonado junto con el sitio del
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invernadero con nopal. Debido a que se tenian 11 datos, se tomaron en cuenta 11
variables suponiendo como variables principales algunas de las cuales tenian correlacion
de Spearman mayor a 0.8 entre si y eliminando a las enzimas PO, NAG y BG. Las variables
que se eligieron fueron nutrientes microbianos, nutrientes disueltos, Dp-NH,*, Dp-Pi, Fm,
Fny Fd. La matriz de datos utilizada para ejecutar el analisis fue estandarizada y basada en
correlaciones. Posteriormente se llevd a cabo una correlacién de Pearson entre el
componente principal 1y las variables Cmic, Dp-Pi y Dp-NH4" para comprobar realmente

cuales eran las variables mas importantes.

Asi mismo, por cada variable se realizd una prueba de T para una muestra, para
comprobar si fue significativa la separacion entre grupos obtenida en el ACP. En este
analisis se compararon los promedios del invernadero con nopal con el dato obtenido de

cada variable para el sitio abandonado.

7.3 Experimento de Oclusién de P

7.3.1 Analisis de la capacidad de oclusién de P en el suelo

Para llevar a cabo este experimento, se utilizd el procedimiento llevado a cabo por
Perroni et al. (2014) adaptada con base en Lajtha et al. (1999) para la obtencion de P
fijado en la parte no bioldgica del suelo. Este consistid en aplicar tratamientos con
fertilizacidon de P en cantidades conocidas y medir el P disponible para poder obtener el P

ocluido.

A diferencia de la metodologia propuesta por Perroni et al. (2014) se cambiaron las
concentraciones de fertilizacion de P, utilizando concentraciones de 1.09, 2 y 4 mg de P
ml™, basados en las concentraciones de Dp-Pi obtenidas en los andlisis biogeoquimicos. A
cada concentracion de fertilizante, se le afiadié un tratamiento con glifosato con 96% de
pureza y otro con el herbicida comercial Faena. Asi mismo se prepararon controles sin

tratamiento.
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El disefio experimental llevado a cabo, consistid en 6 réplicas de muestras de suelo
provenientes de un invernadero con nopal, y 6 réplicas provenientes de una parcela

agricola abandonado del ejido de Cuatro Ciénegas, Coahuila (Tabla 2), colectadas del

primer muestreo.

1,09 2 4
SinP . . .
(mg P ml™) (mgPml”) (mgPml?)
Sin herbicida 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras
Invernadero de

Glifosato 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras

nopal
Faena 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras
Sin herbicida 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras

Sitio
Glifosato 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras

abandonado

Faena 6 muestras 6 muestras 6 muestras 6 muestras

Para la extraccion del fésforo disponible del suelo, se prepard una solucidon Stock A
de fosfato de potasio monobasico (17.56 g de KH,PO4 en 1L de KCL 0.01M) a la que se le
afiadieron 2 gotas de cloroformo (CHCI3) para evitar el crecimiento de algin organismo en
la solucidén. Se prepard una solucion de cloruro de potasio KCI 0.01M para aforar las
soluciones de trabajo de P inicial. El KCI se utiliza para evitar la precipitacion de P. Para el
control se utilizaron 30 ml de la solucion KCI 0.01M. A partir de la solucién Stock A, se
prepararon las soluciones de trabajo con concentraciones de 1.09, 2 y 4 mg P ml?,

preparadas cada una el mismo dia de la determinacion de P disponible.

Posteriormente se pesaron 3 g de suelo de las muestras provenientes del primer
muestreo, y se afnadié una solucion de glifosato o Faena a cada solucién de trabajo,
excepto a los controles, con concentraciones de glifosato de 7.26 g de glifosato L™,

equivalentes a 4 L de herbicida ha™ diluidos en 200 L de agua; lo cual tomando en cuenta
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la densidad del suelo, correspondié a 1.03448 pul de glifosato a la concentracion anterior

para 3 g de suelo.

Se agregaron 30 ml de la solucion de trabajo a cada réplica, mas 1 gota de
cloroformo. Las muestras se agitaron por 24 h y posteriormente se centrifugaron 20
minutos a 3500 rpm. Se filtraron con papel filtro Whatman No. 42 y se hizo la lectura de
las muestras como PO,> en un autoanalizador Bran-Luebbe Il (marca Bran-Luebbe,

modelo AA3; Nordestedl, Alemania).

Se utilizdé la ecuacidn 3 para obtener la fraccidon de P ocluido en el suelo:

Oclusion = F — (C = S) (Ec. 3)

Donde :
_ g 30 ml
F= [P fertlllzante] * 3g de sueloxfraccion de suelo seco (EC 4)
C = P disponible
S = P disponible — P disponible sin fertilizacion (Ec. 5)

Se corrigieron los gramos de suelo utilizados multiplicando los 3 g de suelo por la
fraccion de suelo seco obtenida de acuerdo a la metodologia para la medicidn de la

humedad descrita en el capitulo 1.

7.3.2 Andlisis estadisticos

Se utilizaron los programas STATISTICS y R para realizar los analisis estadisticos. Se
llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para los datos de las muestras no
fertilizadas, utilizando como factores el sitio que tuvo dos niveles (sitio abandonado e
invernadero con nopal) y el tratamiento con tres niveles (sin herbicida, con glifosato al

96% de pureza, con herbicida Faena®).
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Se realizd un ANOVA triple factorial para los resultados de oclusidon de P de las
muestras fertilizadas, teniendo a la oclusidon de P como variable de respuesta y utilizando
como factores el tratamientos con tres niveles (glifosato, herbicida Faena® y sin
tratamiento), la fertilizacion que tuvo 4 niveles (Sin P, 1.09 mg P ml™, 2 mgP ml*y 4 mg P
ml™) y el sitio con dos niveles (sitio abandonado e invernadero). Cuando se obtuvieron

diferencias significativas se realizé la prueba de comparacion multiple de Tukey.

Se realizaron gréficas de donde en el eje de las abscisas se encontraba la
concentracion de fertilizacién de P y en el eje de las ordenadas, se encontraba la oclusion
entre sitios para los datos obtenidos de los tres tratamientos con herbicidas, donde se
obtuvieron las pendientes de las rectas. Asi mismo, se realizaron graficas donde en el eje
de las abscisas se encontraba la concentracién de fertilizacién de P y en el eje de las
ordenadas se encontraba la oclusién entre tratamientos dentro de cada uno de los sitios,
y se obtuvieron las pendientes de las rectas. Se realizé un analisis de covarianza
(ANCOVA) para determinar si habia diferencias significativas entre las pendientes de las
rectas de los dos sitios y entre las pendientes de las rectas de los tres tratamientos de

herbicidas.

7.4 Experimento Incubaciones de suelo y microbiologia

7.4.1 Experimento de incubaciones de suelo

Se realizaron incubaciones utilizando las muestras de suelo provenientes del
invernadero con nopal y del sitio abandonado del segundo muestreo. A estas muestras se
les aplicaron tres tratamientos diferentes: Glifosato (n-fosfonometil glicina al 96 % de
pureza), herbicida comercial con glifosato (Faena®) y un control sin herbicida. El disefio
estadistico fue un factorial 2x3 completo con dos factores principales: sitio (con dos
niveles) y herbicida (con tres niveles) con 5 réplicas para cada tratamiento (Tabla 3). Se
realizd la medicion de pH y humedad de las muestras antes y después de la incubacién,

con la metodologia descrita en la seccidn anterior.
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Sitio de muestreo Control Glifosato Faena®

Invernadero 5 muestras 5 muestras 5 muestras

Sitio abandonado 5 muestras 5 muestras 5 muestras

7.4.2 Medicidon de tasa de mineralizacion de C en el suelo

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 27 dias a 282C. Se pesaron 100 g de
suelo por cada réplica, los cuales se colocaron en tubos de PVC con un extremo cerrado
con una malla de didmetro de poro <0.05 mm. Se humedecieron a capacidad de campo
por capilaridad, y se afiadid agua ocasionalmente durante el periodo de la incubacion,

para mantener las muestras a capacidad de campo .

Para la aplicacion de glifosato, se tomaron en cuenta las indicaciones del herbicida
comercial Faena Fuerte® (Producido por la empresa Monsanto) que contiene 363 g I de
acido de glifosato como ingrediente activo (i.a.) cuya dosis maxima indicada en su etiqueta
corresponde a 1.452 kg de i.a. ha™. Utilizando esta tasa de aplicacién, una densidad del
suelo de 1.16 g cm™ y una movilidad de glifosato al suelo de 1 cm de profundidad (Ratcliff
et al., 2006); la cantidad de glifosato aplicado en suelos fue de 12.517 ug g™ de suelo, por
lo que en 100 g de muestra se utilizaron 1.251 mg de glifosato. Se afiadieron 400 ul de una
solucién que contenia esta cantidad de glifosato como i.a. por muestra (concentracién de

glifosato de 18 mM) a 10 réplicas para glifosato y 10 réplicas para Faena®.

Los PVC se introdujeron en frascos de vidrio con capacidad aproximada de 1 Ly
dentro de cada frasco, se colocé un vial con 10 ml de una solucién de NaOH 0.2 N como
trampa de CO,. Esta trampa se cambid cada dos dias durante la incubacién. La
concentracion de NaOH se modificd para algunas muestras después de las primeras

lecturas de mineralizacién de C debido a la saturacion de las trampas, por lo que las
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concentraciones finales utilizadas fueron 0.2 N, 0.4 N y 0.6 N. Todo el material utilizado

fue previamente esterilizado.

Para cuantificar el CO, capturado, se adicion6 BaCl, a cada trampa (con el fin de
detener la fijacién de CO,) vy se titularon los 10 ml de la solucién de NaOH con HCl a la
misma normalidad, utilizando fenolftaleina como indicador. Esta medicion se llevd a cabo
cada 2 dias por un periodo de 27 dias. Se utilizé un control para el manejo de muestra que
consistié en un vial con 10 ml de NaOH que se colocé abierto dentro de un frasco de vidrio
gue no contenia muestra y se sometié al mismo manejo que las demds muestras y otro
control de NaOH, el cual consistiéo en 10 ml de NaOH a las concentraciones utilizadas sin

exponerse al manejo de las muestras.

El calculo para obtener la mineralizacién de CO, se realizé con la ecuacién 6,
utilizando el volumen del gasto de HCI para neutralizar la muestra, el HCl gastado para
neutralizar el control, tanto de NaOH, como de la muestra vy la relacidn estequiométrica

de la reaccion:

2NaOH + CO, - H,CO3; - NaCO; + H>,O

Ec. 6
a- bZBO(g —©) *12gC/mol
Mineralizacion de C = —.
Coeficiente de peso seco
Donde:

a = Volumen gastado de HCl para el control de NaOH de cada concentracion
b = Volumen gastado de HCl para cada muestra

¢ = Volumen gastado de HCl para el control de muestra
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Para la correccién por peso seco, los gramos de suelo utilizados (100 g) fueron
corregidos con el contenido de humedad medida antes de la incubacion. Para obtener la
tasa potencial de mineralizacion de C, los resultados de mineralizacién se dividieron entre
los dias de incubacion totales para cada lectura.

Al final de las incubaciones se midieron C, N y P totales, C, N y P en biomasa
microbiana, N y P disponibles, C, N y P disueltos y los anadlisis de actividad enzimatica

descritos en la seccion 7.2.1.

7.4.3 Experimento microbioldgico

Para identificar la capacidad de degradacidon del glifosato que tienen los
microorganismos obtenidos de las incubaciones de suelo se realizaron cultivos de estos en
medios donde se utilizaron el glifosato al 96% de pureza y el herbicida Faena® como

Unicas fuentes de P.

La extraccion de bacterias del suelo se basé en el procedimiento llevado a cabo por
Tapia-Torres et al. (2016). Para la obtencién de microorganismos del suelo, se pesaron 6.6
g de suelo proveniente de las incubaciones y se afiadieron 30 ml de Modified Universal
Buffer (MUB) previamente esterilizado. Se agitaron las muestras durante 60 minutos
(Tapia-Torres, 2016) y se colocaron 33 pl del extracto en cajas Petri que contenian medio
marino, extendiendo el extracto con perlas de vidrio. Para cada muestra se hizo una
dilucién utilizando 100 ul de extracto y diluyendo en 900 pul de MUB (dilucion 1:10) y de
esta dilucion se tomaron 100 pl que también fueron diluidos en 900 ul de MUB teniendo
una segunda dilucion (diluciéon 1:100). Cada dilucién de cada muestra fue sembrada en
cajas con medio marino de la misma manera. Las cajas fueron incubadas a 28°C por 3

dias.

Posteriormente, se preparé medio LPDM (Low Phosphate Defined Medium) sin

fosforo en cajas divididas en cuadros enumerados y se eligieron 20 colonias por muestra
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qgue fueron resembradas en cada cuadro (la mayoria de las colonias elegidas se tomaron
de la dilucién 1:100), teniendo un total de 600 aislados. Estas cajas fueron incubadas a
28°C durante 7 dias debido a que su crecimiento fue mds lento. El objetivo de este paso
fue de realizar un pase de limpieza para que los microorganismos agotaran sus reservas de

fésforo.

Después se prepararon cajas de Petri igualmente cuadriculadas y enumeradas con
medio LPDM pero con diferentes fuentes de P:
* KH,PO,: Control positivo. Debe haber crecimiento bacteriano.
* Sin P: Control negativo. No debe haber crecimiento bacteriano o este debe ser
muy poco comparado con las fuentes de P.
* Glifosato: Como n-fosfonometil glicina de grado analitico, al 96% de pureza.

* Herbicida Faena®, cuyo ingrediente activo es el glifosato.

La concentracion que se utilizé fue de 2 mM de P para todas las fuentes de P. Cada
aislado de cada muestra, fue resembrado en cada fuente de P, de modo que el aislado 1
en el medio sin P, correspondia al cuadro 1 en todas las fuentes de P.

Los aislados fueron incubados a 28°C por 7 dias. Posteriormente, se realizd un
segundo pase de crecimiento a las mismas fuentes de P anteriormente utilizadas y a las
mismas condiciones y se contaron los aislados de cada fuente de crecimiento obtenidos
después de 7 dias. Los aislados que crecieron en medio LPDM con Faena® como fuente de
fosforo se sembraron en medio marino liquido y se incubaron a 282C por 7 dias. Se les

afiadio glicerol al 15% y fueron almacenados a -80°C.

7.4.4 Analisis de acidos grasos

Para determinar los cambios en la comunidad microbiana del suelo al aplicar

glifosato en las muestras, se realizé el andlisis de acidos grasos de las muestras antes de
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ser incubadas y sin ningln tratamiento (tiempo cero), y después de un periodo de 27 dias

de incubacion con los diferentes tratamientos antes mencionados.

Las 30 muestras provenientes de las incubaciones y las 8 muestras del tiempo cero
(muestras antes de la incubacién) fueron almacenadas en un congelador a -20 eC vy

posteriormente liofilizadas y pulverizadas.

Para la extraccion de los acidos grasos, se utilizéd 1 g de suelo de cada réplica y se
llevd a cabo una saponificacidon de las muestras con una solucion de NaOH, metanol y
agua, para producir la lisis de las células, separar los acidos grasos y convertirlos en sus
correspondientes sales de sodio. Posteriormente, se llevd a cabo una metilacién con
metanol, para incrementar la volatilidad de los acidos grasos para el analisis por
cromatografia de gases. Después se llevd a cabo un proceso de extraccion liquida-liquida
con una solucién 1:1 v/v hexano:éter metil terbutilico y posteriormente se realizé un
lavado basico para eliminar acidos grasos libres y agentes residuales, con una dilucién de

NaOH.

Los dacidos grasos se leyeron utilizando un cromatdgrafo de gases, utilizando el
software Sherlock. Se utilizaron 100 pl de estandar interno 19:0 por muestra en una
concentracién de 0.025 pg ul™. El peso molecular del estandar es de 312 g mol™ y por lo

tanto, se tienen 8.013 nmol de estandar por muestra.

7.4.5 Andlisis estadisticos

Se realizé un ANOVA de dos vias para los datos de mineralizacion de C, utilizando
como variable de respuesta la tasa potencial de mineralizacion de C y como factores el
sitio (con dos niveles: sitio abandonado e invernadero de nopal) y el tratamiento del
herbicida (con tres niveles: sin herbicida, glifosato y herbicida Faena®). Cuando se

obtuvieron diferencias significativas, se realizé la prueba de Tukey. Utilizando los mismos
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factores, se realizaron ANOVAs de dos vias a cada una de las variables biogeoquimicas

medidas de las muestras incubadas, asi como a la actividad enzimatica.

Para los aislados obtenidos de la incubacidn que crecieron en las diferentes fuentes
de P se realizd un analisis de regresion logistica con distribucién binomial con 3 factores,
los cuales fueron el sitio, que conté con dos niveles (invernadero de nopal y sitio
abandonado), la incubacién, que tuvo tres niveles (sin herbicida, con glifosato y con
herbicida Faena®) y la fuente de P, con cuatro niveles (Sin P, KH,PQ,, glifosato y herbicida

Faena®).

Se llevé a cabo un ANOVA de dos vias para analizar cada acido graso. En este andlisis
estadistico, la concentracién de cada acido graso fue la variable de respuesta, y se
utilizaron como factores los mencionados anteriormente (sitio y tratamiento).
Posteriormente, se agruparon los acidos grasos de acuerdo a los grupos funcionales que
corresponden para cada tipo de microorganismo. Los acidos grasos ciclicos, con grupos
funcionales hidroxilo y el acido graso 16:1 w 5, correspondieron a las bacterias Gram-, los
acidos grasos ramificados (iso y ante iso) correspondieron a las bacterias Gram+, los
acidos grasos con grupos metilos correspondieron a las actinobacterias, y los acidos grasos
clasificados como Summed Feature 5 correspondieron a los hongos saprdfitos. De cada
grupo microbiano se realizé un ANOVA de dos vias para conocer el efecto de los factores
sitio y tratamiento. Para conocer el agrupamiento de las muestras, se realizé un analisis de
componentes principales. La matriz se hizo con los datos del sitio abandonado junto con el
sitio del invernadero con nopal y como variables se utilizaron los diferentes acidos grasos

obtenidos.
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8. Resultados

8.1 Caracterizacion del sitio

8.1.1 Analisis biogeoquimicos y anadlisis enzimaticos

En la Tabla 4 se muestran los promedios de las variables analizadas del suelo de las

muestras provenientes del invernadero con nopal y del sitio abandonado. Se obtuvo una

mayor concentracién significativa de los nutrientes en el invernadero con nopal en

comparacién con el sitio abandonado con excepcién de NH; disponible (Dp-NH4').

También se muestran los cocientes C:N, C:P y N:P para nutrientes totales y los cocientes

entre los nutrientes en biomasa microbiana Cmic:Nmic, Cmic:Pmic, Nmic:Pmic. Los valores

de los cocientes fueron significativamente mas altos para el sitio abandonado excepto en

la relacion Nmic:Pmic, dénde el invernadero de nopal presentd un valor significativamente

mayor y en la relacion COT:NT y Cmic:Pmic donde no hubo diferencias.

Tabla 4. Variables biogeoquimicas medidas para el sitio abandonado y el invernadero con nopal (promedio con
error estandar para este ultimo). El valor de p para determinar las diferencias significativas entre sitios se calculé

con la prueba T para una muestra.

Sitio Invernadero de nopal Valor de p

abandonado
pH 83 7.9(0.02) 2.28E-06
% Humedad 18 31(0.83) 1.20E-07
COT (mg g™ suelo seco) 29 66 (5.02) 3.748E-05
NT (mg g™ suelo seco) 18 51 (5.68) 0.0002824
PT (mg g™ suelo seco) 5.6 26 (2.7) 2.875E-05
Cmic (pg g™ suelo seco) 773 1383 (120) 0.0006844
Nmic (pg g™ suelo seco) 84 851 (116) 9 83E.05
Pmic (ug g™ suelo seco) 15 79 (21) 0.01604
Dp-NH," (ug g* suelo seco) 0.95 0.85 (0.07) 0.2362
Dp-NO; (pug g~ suelo seco) 5.79 242 (59) 0.003305
Dp-Pi (pg g™ suelo seco) 5.38 307 (31) 4 S5E06
NOD (pg g* suelo seco) 3.09 49 (7.68) 5 0004
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POD (ug g™ suelo seco) 0.47 20 (1.6)

. 4.04E-07
COD (ug g~ suelo seco) 16.95 175 (44) 0.006491
Cocientes
COT:NT 1.55 1.38(0.1) 0.1369
COT:PT 5.22 2.63 (0.17) 1.116E-07
NT:PT 3.36 1.93 (0.08) 3.439E-08
Cmic:Nmic 9.20 1.77 (0.17) 1.092E-11
Cmic:Pmic 48.63 37 (10.86) 0.3117
Nmic:Pmic 5.29 20.42 (5.81) 0.02863

Los resultados de la actividad enzimatica para el sitio abandonado y el invernadero
con nopal se muestran en la Tabla 5. Se obtuvo una mayor actividad enzimatica
significativa en las muestras del invernadero con nopal en comparacién con el sitio
abandonado, con excepcidn de la enzima fosfodiesterasa. En el sitio abandonado no se

registro actividad de la fosfonatasa, mientras que en el invernadero con nopal si presenté

actividad.

Abandonado Invernadero de nopal Valor de p
PO (umol h™ g?) 0.057 0.851 (0.126) 0.0001422
NAG (umol PNP h™ g*) 0.132 0.254 (0.023) 0.0005539
BG (umol PNP h?g?) 0.034 0.078 (0.015) 0.01749
Fn (umolPi h* g?) 0.000 0.387 (0.135) 0.01877
Fd (umol PNP h' g) 0.066 0.406 (0.202) 0.1265
Fm (umol PNP h' g?) 0.060 0.152 (0.027) 0.008167

PO: Polifenol oxidasa, NAG: N-acetil glucosaminidasa, BG: B-glucosidasa, Fn: fosfonatasa, Fd: fosfodiesterasa, Fm:

Fosfomonoesterasa

En el andlisis de correlacion de Spearman, la humedad del suelo correlaciond
significativamente Cmic, POD, COD y NAG (Tabla 6). Asi mismo, los nutrientes en la

biomasa microbiana tuvieron correlaciones positivas con algunas formas de nutrientes del
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pH

Humedad

Cmic

Nmic

Pmic

Dp-NH,

Dp-NO;

Dp-Pi

NOD

suelo. Por ejemplo, el Cmic correlaciond positivamente con Dp-NOs, Dp-Pi, NOD, POD,

COD, las enzimas NAG y BG; por su parte el Nmic tuvo correlacién positiva con la actividad

de la enzima PO y por ultimo el Pmic correlacioné positivamente con el fésforo disuelto

(POD).

Los nutrientes inorganicos disponibles correlacionaron positivamente con otras

formas de nutrientes, por ejemplo el Dp-NO3™ correlaciond con Dp-Pi, NOD, COD, y las

enzimas, BG, Fn, Fd, y Fm. Por otra parte, el Dp-Pi correlacioné con el nutriente disuelto,

COD, y la enzima Fd.

Para los nutrientes disueltos, el NOD correlaciond positivamente con el POD y COD.

Se encontraron correlaciones positivas entre el COD y las enzimas NAG y BG.

Hubo correlaciones positivas entre la actividad de diferentes enzimas, por ejemplo,

la actividad de la NAG correlaciond con las enzimas BG y Fn. La enzima BG correlaciond

con la enzima Fn y Fm. La enzima Fd correlaciond positivamente con la Fm.

El pH del suelo correlacioné negativamente con el COD y con la actividad de las

enzimas NAGy Fn

-0.24

-0.14

0.08

-0.55

-0.59

-0.48

Humedad

0.69

0.30

0.44

0.48

0.45

0.60

Cmic

0.55

0.34

0.74

0.70

0.74

Nmic

0.55

0.54

0.33

Pmic

0.28

0.43

0.55

Dp-NH,

-0.15

-0.42

0.13

Dp-NO; Dp-Pi

0.81 1

0.70 0.58

NOD POD cob PO NAG BG Fn Fd
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-0.44 0.72 0.76 0.39 0.65 0.31 0.27 0.30 0.73 1

POD

cop -0.67 0.65 0.88 0.45 0.32 -0.09 0.91 0.80 0.85 0.54 1

PO 0.13 0.03 0.15 0.71 0.23 -0.25 0.40 0.20 0.22 0.07 0.23 1

NAG -0.78 0.69 0.66 0.15 -0.14 0.07 0.53 0.32 0.45 0.44 0.66 -0.05 1

BG -0.54 0.19 0.65 0.40 -0.10 0.30 0.72 0.41 0.35 0.22 0.64 0.22 0.64 1

En -0.64 0.27 0.29 0.15 -0.12 -0.25 0.71 0.46 0.30 -0.10 0.58 0.27 0.64 0.64 1

£d -0.21 0.28 0.43 0.50 0.11 -0.10 0.73 0.63 0.38 0.09 0.51 0.34 0.23 0.39 0.43 1
Em -0.11 0.37 0.50 0.45 0.27 -0.08 0.68 0.44 0.27 0.22 0.46 0.39 0.30 0.64 0.45 0.65

Los resultados del andlisis de componentes principales (ACP) indican que el 61% de
la varianza total estd explicada por los componentes principales 1 y 2. Las variables con
mayor peso en el CP1 fueron Cmic, el Dp-Pi y el Dp-NH;"; mientras que el Pmic y

Fosfonatasa tuvieron mas peso en el CP2 (Tabla 7).

CP1 CP2
Eigenvalor 2.2 1.39
Porcentaje (%) 43 17.5
Porcentaje acumulado (%) 43 61

Eigenvector de las variables

C microbiano -0.422
N microbiano -0.342 0.378
P microbiano -0.212 0.533
Dp-NH," 0.113 -0.232
Dp-Pi -0.404
NOD -0.383 -0.186
POD -0.336 0.293
coD -0.356 -0.386
Fosfonatasa -0.211 -0.490
Fosfodiesterasa
Fosfatasa -0.227
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Figura 4. Anélisis de componentes principales. La muestra 1 representa a la muestra del sitio abandonado. Las
muestras 2 a la 11 corresponden al sitio de la nopalera

El sitio abandonado agricola (sm en Figura 5) se separa claramente de las muestras

correspondientes al suelo con nopal (Figura 5). Esto sugiere que la dinamica de nutrientes

del SM es diferente a las muestras del invernadero con nopal.

Figura 5. Agrupacion de datos de acuerdo al analisis de componentes

principales, donde "sm" representa la muestra del sitio abandonado y "n
corresponde a las muestras del invernadero con nopal.

"
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En la correlacién realizada entre el CP1 y las variables mas importantes para este
componente, el CP1 correlacioné negativamente con Cmic (r= -0.918) y con Dp-Pi (r= -
0.879). En contraste, la correlacién entre el CP1 con Dp-NH;" fue no significativa,

sugiriendo que las variables Cmic y Dp-Pi fueron las que explican al eje del CP1.

8.2 Oclusién de P

8.2.1 Oclusidon de P en el suelo

Para los tratamientos donde no habia fertilizacion, se detectaron diferencias
Unicamente entre los sitios (p= 0.00000), siendo mayor la oclusién en el sitio del

invernadero de nopal en comparacion con el sitio abandonado (Figura 6).

18
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%—D 10
2 38
<t
O 6
o
4
2 |
0
Abandonado Nopalera

Al evaluar los efectos del sitio, fertilizacidén y aplicacién del herbicida (tratamiento)
hubo resultados significativos en las interacciones de las variables sitio*fertilizacién

(p=0.0000) y tratamiento*fertilizacion (p=0.027).

La figura 7, muestra los resultados de la interaccidn sitio*fertilizacion, donde hubo

mayor oclusiéon de P en las muestras fertilizadas con la mayor concentracién de P
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(fertilizacién 3 que corresponde a 4 mg P ml™) en ambos sitios, y también hubo una
mayor oclusiéon en el sitio del invernadero de nopal en comparaciéon con el sitio
abandonado, para todas las concentraciones de fertilizacidon. La prueba de Tukey dio como

resultado diferencias significativas en todas las fertilizaciones entre ambos sitios.

60000 o
50000

40000

fertl
3 er

30000 fert2

20000

Oclusién (ugP g-1)

- fert3

10000 -

Abandonado Nopalera

La figura 8 muestra la interaccién fertilizacion*tratamiento. La prueba de Tukey
mostré Unicamente diferencias significativas entre tratamientos en la fertilizacién 3, pues
la oclusion de P del suelo donde fue aplicado el tratamiento con Faena® fue
significativamente menor al tratamiento sin herbicida y al tratamiento con glifosato,

mientras que estos dos ultimos no fueron diferentes entre si.
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Figura 8. Oclusion de P en la interacciéon tratamiento*fertilizacion. La fertilizacion 1 corresponde a 1.09 mg de
P/ml,1a2 a2 mg de P/mlyla3 a4 mgdeP/ml

Las graficas de las concentraciones de P ocluido contra fertilizacién en las que se
comparan el sitio abandonado y el sitio agricola dentro de cada uno de los tres
tratamientos se muestran en la figura 9. En los tres tratamientos, la interaccidn
sitio*fertilizacion es de p<0.0001; por lo tanto los valores de las pendientes entre sitios
(Tabla 8) tienen diferencias significativas, siendo mayor en el suelo proveniente del

invernadero con nopal en los tres tratamientos.
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Figura 9. Fertilizacion vs oclusion (en pg de P g-1) en los dos sitios (invernadero con nopal en rojo, sitio
abandonado en azul) con los tres diferentes tratamientos a) Sin tratamiento, b) con glifosato, c¢) con herbicida
Faena® .

La figura 10, muestra las graficas de las rectas de fertilizacién contra oclusiéon en la
gue se compara cada uno de los 3 tratamientos dentro de los dos sitios. En el suelo
proveniente del invernadero con nopal, la interaccion tratamiento*fertilizacién dio como
resultado una diferencia significativa marginal entre tratamientos (p=0.0531), por lo que

la pendiente del tratamiento con Faena® fue menor.

Figura 10. Oclusion de P (en pg de P g-1 ) que muestra las diferentes pendientes entre los tres tratamientos. La
linea azul pertenece al tratamiento sin herbicida, la linea verde al tratamiento con glifosato y la linea roja al
tratamiento con Faena® en a) Sitio abandonado, b) Invernadero con nopal.
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Sitio Tratamiento Pendiente

Abandonado Sin herbicida 8013
Abandonado Glifosato 7744
Abandonado Faena® 6899
Invernadero Sin herbicida 11212
Invernadero Glifosato 11265
Invernadero Faena® 9948

8.3 Experimento incubaciones de suelo y microbiologia

8.3.1 Mediciéon de tasa de mineralizacion de C en el suelo

Los resultados obtenidos del ANOVA de la tasa potencial de mineralizacion de C
fueron significativos para el tratamiento y para el sitio (Tabla 9). La muestras de suelo de
la nopalera presentaron valores promedio mas altos que el sitio abandonado (198 pg CO,-
Cgtd'y75pug CO,-Cg'd’ parala nopaleray el sitio abandonado, respectivamente). En
la figura 11 y 12 se presenta la marcha de la tasa potencial de mineralizacién durante la
incubacién para el sitio abandonado y la nopalera, respectivamente. En estas graficas se
observa que las concentraciones de CO, producido en los suelos de la nopalera fueron
mayores (rango 135 — 285 pg CO,-C g d!) que las concentraciones de CO, emitido en los

suelos del sitio abandonado (rango 16-151 ug CO,-C g d™).
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Figura 11. Marcha de la tasa potencial de mineralizacion de C durante la incubacién de los suelos del sitio

abandonado.
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Figura 12. Marcha de la tasa potencial de mineralizacion de C durante la incubacién de los suelos del invernadero
con nopal.

Asi mismo, el tratamiento control presenté una mayor tasa acumulada de
mineralizacion de C que el tratamiento con glifosato, presentando valores intermedios el

tratamiento con Faena® (Figura 13).

Chavez-Ortiz Pamela



Andlisis Biogeoquimicos

La tabla 9 muestra los promedios y error estandar de nutrientes totales (CT,

COT, NT y PT), nutrientes en biomasa microbiana (Cmic, Nmic y Pmic), nutrientes

disponibles (Dp-NH4", Dp-NOs™ y Dp-Pi) y nutrientes organicos disueltos (POD, NOD y COD)

para cada sitio y cada tratamiento.

Invernadero
Abandon Abandonado Abandonado Invernadero de Invernadero de
de nopal +
ado + glifosato + Faena® nopal nopal + glifosato
Faena®
CT(mgg’) 84.9 (0.6) 83.5(1.4) 84.4 (1.7) 124.6 (8.1) 134.5 (9.6) 123.6 (10.9)
COT (mgg?) 27.8(1.2) 24.2 (1.6) 28.1(1.9) 71.4 (11.1) 82.7 (11.7) 68.8 (13.8)
NT (mgg?) 37.6(3.5)  36.9(1.75) 34.2 (2.05) 111.3 (17.4) 116.4 (24.4) 88.9 (11.6)
PT(mgg™) 33.2 (1.6) 32.5(0.7) 34.4 (2.4) 100.6 (10.5) 109.9 (15.2) 110 (14.2)
B 208.9
coD (ugg’) 75.5 (20.5) 153.6 (52.5) 75.8 (25.2) 95 (29.4) 111.3 (54.6)
(55.7)
NOD (pngg™) 7.7 (2) 5.1(0.8) 5.6 (1.5) 12.4(2.6) 10.8 (1.5) 10.7 (11.3)
POD (ugg™) 3.2(2.7) 4.8(0.6) 5.9 (1.8) 5.3(3.4) 4.7 (2.1) 4.4(2.1)
Dp-NH," (ngg  1.15(0.5) 1.4 (0.4) 4.4(1.7) 1.6 (1.1) 1.8 (1) 2.2 (1)
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Y)
Dp-NOs (Mg g

] 19.5 (3.9) 22.8(1.2) 25.9 (1.9) 144.2(64.6) 133.4 (64.3) 136.1 (63.1)
)
Dp-Pi (ug g™) 1.8 (0.5) 1.9 (1) 2.9(0.9) 21.6 (3.6) 27.5(8.7) 31.4(7.8)
. 518.8 631.9
Cmic (ug g™) 570.7 (301.6)  279.6 (51.1)  739.9 (189.6) 407.1 (127.3)
(140.1) (84.1)
) 400.4 755 878.8 1034.5
Nmic (ug g™) 218.2(49.8)  268.9(78.8)
(11.2) (115) (107.1) (175.7)
Pmic (ngg?) 18.7 (3.4) 19 (5.5) 2.7(0.6) 12.9 (6.6) 8.8 (3.1) 5.1(2.3)

[CT= Carbono total, COT= Carbono organico total, NT= Nitrogeno total, PT= fosforo total, COD= Carbono organico
disuelto, NOD= Nitrdgeno organico disuelto, POD= fosforo organico disuelto, Dp-NH4+: amonio disponible, Dp-NOj”
=Nitrato disponible, Dp-Pi= Fosforo inorganico disponible, Cmic= Carbono microbiano, Nmic= Nitrogeno microbiano,

Pmic=Fosforo microbiano]

En la mayoria de las variables se observaron diferencias significativas entre sitios,
sin embargo, entre tratamientos sélo hubo diferencias significativas con el Pmic (Tabla
10). Asi mismo, no hubo diferencias significativas para ninguno de los factores analizados
para las concentraciones de COD, POD, Dp-NH,4" y Cmic (Tabla 10). En las variables donde
el factor sitio resultd significativo (CT, COT, NT, PT, NOD, Dp-NOs, Dp-Pi y Nmic) se
presentaron valores mayores en el sitio del invernadero con nopal. Para el Pmic, donde el
factor tratamiento fue significativo, se presentaron valores menores en las muestras con
herbicida Faena® (2.6 pg P g' para las muestras del sitio abandonado y 5.1 pgP g para
las muestras provenientes del invernadero de nopal). La prueba de Tukey para esta
variable nos mostré diferencias significativas entre las muestras sin tratamiento y las
muestras con herbicida Faena® (p=0.019) y una diferencia significativa marginal entre las

muestras con tratamiento de glifosato y las muestras con Faena® (p= 0.054).

Variable Sitio Tratamiento Sitio*tratamiento

Tasa potencial de
mineralizacion de C 112 (p<0.0001) 3.9(0.034) 2.79 (0.081)
cT 60 (p<0.0001) 0.31(0.74) 0.47 (0.63)
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cot 45 (p<0.0001) 0.18 (0.84) 0.6 (0.56)

NT 41 (p<0.0001) 0.76 (0.48) 0.48 (0.62)
PT 88 (p<0.0001) 0.17 (0.84) 0.15 (0.86)
cop 2.26 (0.15) 1.04 (0.37) 1.64 (0.21)
NOD 13 (0.001) 0.96 (0.398) 0.05 (0.95)
POD 0.006 (0.94) 0.08 (0.92) 0.31(0.74)
Dp-NH," 0.27 (0.6) 2.04 (0.15) 1.16 (0.33)
Dp-NO;’ 9.7 (0.005) 0.004(0.996) 0.017 (0.98)
Dp-Pi 36 (p<0.0001) 0.59 (0.56) 0.37 (0.69)
Cmic 0.97 (0.33) 1.73 (0.199) 0.11 (0.89)
Nmic 49 (p<0.0001) 0.53 (0.6) 2.12(0.14)
Pmic 1.8 (0.19) 4.9 (0.016) 1.22 (0.31)

[CT= Carbono total, COT= Carbono organico total, NT= Nitrogeno total, PT= fosforo total, COD= Carbono organico
disuelto, NOD= Nitrégeno organico disuelto, POD= fésforo organico disuelto, Dp-NH,"'= amonio disponible, Dp-NO5’
=Nitrato disponible, Dp-Pi= Fosforo inorganico disponible, Cmic= Carbono microbiano, Nmic= Nitrogeno microbiano,

Pmic=Fosforo microbiano]

Andlisis enzimdticos

La actividad de las enzimas fosfomonoesterasa (Fm), fosfodiesterasa (Fd) vy
polifenol oxidasa (PO) presentaron diferencias significativas Unicamente entre sitios (Tabla
12), mientras que para la actividad de las enzimas beta-glucosidasa (BG), n-acetli
glucosaminidasa (NAG) y fosfonatasa (Fn) no hubo diferencias significativas en ninguno de
los factores analizados. Los valores de actividad enzimdtica (Tabla 11) fueron mayores
para el sitio del invernadero con nopal en comparacion con el sitio abandonado para las
enzimas que obtuvieron diferencias significativas en este factor. El promedio para la
actividad enzimatica de la Fm fue 0.052 umol PNP h't g'1 en el sitio abandonado y 0.124
umol PNP h™* g* en el invernadero de nopal; para la actividad de la Fd fue de 0.1 pmol
PNP h™ g* en el sitio abandonado y 0.23 pmol PNP h™ g* en el invernadero con nopal;
para la actividad de la PO el promedio fue 0.05 umol PNP h™ g en el sitio abandonado y

0.15 pmol PNP h™* g™ en el invernadero con nopal (Figura 14).
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Invernadero  Invernadero
Abandonado Abandonado Invernadero
Abandonado de nopal + de nopal +
+ glifosato + Faena® de nopal
glifosato Faena®
Fm (umol
PNPh'g?)  0.049(0.012) 0.052(0.007) 0.053(0.010) 0.131(0.017) 0.123(0.014) 0.117(0.018)
NAG (umol
PNPh'g?)  0.017(0.003) 0.140(0.115) 0.022(0.007) 0.050(0.012) 0.035(0.014) 0.056 (0.026)
BG (umol
PNPh'g?)  0.038(0.008) 0.016(0.006) 0.052(0.025) 0.040(0.013) 0.056(0.027) 0.111 (0.037)
Fn (umol Pi
h'g? 0.028 (0.005) 0.036 (0.001) 0.036 (0.006) 0.035(0.008) 0.048(0.012) 0.034 (0.002)
Fd (umol
PNPh'g?)  0.111(0.025) 0.074(0.016) 0.118(0.024)  0.200 (0.04) 0.222 (0.031) 0.270 (0.043)
Fn(umol PNP
h'g? 0.094 (0.022) 0.041(0.011) 0.019 (0.006) 0.143 (0.034) 0.140 (0.038) 0.168 (0.041)
[Fm= fosfomonoesterasa, Fd= fosfodiesterasa, Fn= fosfonatasa, NAG= N-acetil glucosaminidasa, BG= B-glucosidasa, PO= polifenol
oxidasa]
Variable Sitio Tratamiento Sitio*tratamiento
Fm 34 (p<0.0001) 0.06 (0.95) 0.21(0.81)
NAG 0.092 (0.77) 0.73 (0.49) 1.32 (0.28)
BG 3.29 (0.08) 2.47 (0.1) 0.79 (0.46)
Fn 0.9 (0.35) 1.07 (0.36) 0.52 (0.6)
Fd 25 (p<0.0001) 1.2 (0.32) 0.61 (0.55)
PO 17 (0.0003) 0.57 (0.57) 1.52 (0.24)

Chavez-Ortiz Pamela



0.300

0.000 %\\ \\ &

& Sin manejo
2 Nopalera

8.3.2 Analisis de acidos grasos

En la mayoria de los acidos grasos hubo diferencias significativas entre sitios,
mientras que entre tratamientos solamente presentaron diferencias significativas en el
acido graso 18:0 10 metil TBSA, el cual es un dacido graso correspondiente a las
actinobacterias (Tabla 13). Para los 4cidos grasos donde se obtuvieron diferencias
significativas en el factor sitio, se obtuvieron mayores concentraciones de estos en las
muestras provenientes del invernadero de nopal (concentracidon promedio de 1.18 nmoles
de acidos grasos g de suelo) en comparacién con las muestras provenientes del sitio

abandonado (concentracion promedio de 0.36 nmoles de &cidos grasos g de suelo).

Para el acido graso 18:0 10 metil TBSA, se realizé la prueba de Tukey y se
encontraron diferencias significativas al comparar las muestras con tratamiento de
glifosato y las muestras tratadas con Faena® (p= 0.048) obteniendo con este ultimo la
menor concentracion promedio de este acido graso (0.026 nmoles de 18:0 10 metil TSBA
g de suelo) en comparacién con la concentracién de las muestras tratadas con glifosato

(0.12 nmoles de 18:0 10 metil TSBA g™* de suelo).

Chavez-Ortiz Pamela



Tabla 13. Valores de F y de p resultados del ANOVA factorial para cada uno de los acidos grasos obtenidos. Los
valores significativos se muestran en color rojo.

Sitio Tratamiento Sitio*Tratamiento

10:0 30H 60 (p<0.0001) 0.48 (0.627) 0.88 (0.43)
12:0 20H 39 (p<0.0001) 0.93 (0.4) 0.88 (0.43)
12:0 30H 42.5 (p<0.0001) 0.17 (0.84) 0.28 (0.76)
15:0 iso 50 (p<0.0001) 0.38 (0.69) 0.35(0.71)
15:0 anteiso 52 (p<0.0001) 0.21 (0.81) 0.39 (0.68)
14:0 20H 1.13(0.29) 1.26 (0.3) 1.47 (0.25)
16:0 iso 22 (p<0.0001) 0.3 (0.74) 0.21 (0.81)
16:1 w5c 2.29 (0.14) 0.009 (0.99) 0.26 (0.77)
16:0 35 (p<0.0001) 0.33(0.72) 0.25 (0.78)
17:0iso 37 (p<0.0001) 0.2 (0.82) 0.35(0.7)

17:0 anteiso 34 (p<0.0001) 0.5 (0.61) 0.75 (0.48)
17:0 cyclo 80 (p<0.0001) 0.05 (0.95) 0.09 (0.9)

16:0 20H 41.4 (p<0.0001) 0.26 (0.77) 0.24 (0.79)
17:0 10_methyl 1.07 (0.31) 0.57 (0.57) 0.65 (0.53)
16:0 30H 51 (p<0.0001) 0.035 (0.97) 0.15 (0.86)
18:1 w9c 26.4 (p<0.0001) 0.44 (0.65) 0.54 (0.59)
18:1 w7c 11_methyl 22 (p<0.0001) 1.14 (0.34) 0.71(0.5)

18:0 10_methyl_ TBSA 19.5 (0.0002) 3.676 (0.041) 2.13 (0.14)
19:0 cyclo w8c 57 (p<0.0001) 0.38 (0.68) 0.3 (0.74)

18:0 20H 0.69 (0.41) 0.27 (0.77) 0.18 (0.84)
19:0 10_methyl 14 (0.001) 0.06 (0.94) 0.06 (0.94)
18:0 30H 25.5 (p<0.0001) 0.19 (0.82) 0.097 (0.91)
Summed Feature 3 42 (p<0.0001) 0.7 (0.5) 1.17 (0.33)
Summed Feature 5 18 (p<0.0001) 0.19 (0.82) 1.3 (0.29)

Los acidos grasos se sumaron en cuatro grupos microbianos, los cuales tuvieron
diferencias significativas solamente entre sitios (Tabla 14). La figura 15 muestra el

promedio de la concentracidén de acidos grasos por grupo microbiano y por sitio. En todos
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los grupos microbianos se obtuvo mayor cantidad de acidos grasos para el sitio del
invernadero de nopal (con una concentracidon promedio de los grupos microbianos de 4.06
nmoles de acidos grasos g* de suelo) en comparacion al sitio abandonado (con una
concentracién promedio de los grupos microbianos de 1.17 nmoles de acidos grasos g™ de

suelo).

Tabla 14. Valores de F y de p (entre paréntesis) resultados del ANOVA factorial para la concentracion de acidos
grasos por grupo microbiano. Los valores significativos se muestran en color rojo.

Sitio Tratamiento Sitio*Tratamiento
Gram positivo 43.5 (p<0.0001) 0.31(0.74) 0.36 (0.7)
Gram negativo 26.5 (p<0.0001) 0.07 (0.93) 0.25 (0.7)
Actinobacterias 25.8 (p<0.0001) 0.29 (0.75) 0.36 (0.69)
Hongos
18 (p<0.0001) 0.19 (0.82) 1.3(0.29)
Sapréfitos

promedio nmol A.G. g-1 suelo
O P, N W b U1 O N 0O ©

2:Sin manejo N Nopalera

Figura 15. Promedio de concentracion de acidos grasos por grupos microbianos en los dos sitios.
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En el analisis de componentes principales de la estructura de la comunidad determinada
con los acidos grasos, los primeros dos componentes representaron el 55.43% de la
varianza, de la cual 35.98% correspondid al primer componente y 19.45% al segundo
componente. La estructura de la comunidad fue diferente significativamente (t=-11.289,

p<0.0001) entre ambos sitios analizados (Figura 16).

Figura 16. Agrupacion entre sitios de acuerdo a analisis de componentes principales de la estructura de la
comunidad microbiana determinada con acidos grasos. Los puntos representados con “n” se refieren al sitio del
invernadero con nopal, mientras que los representados por “sm” se refieren al sitio abandonado.

8.3.3 Experimento microbioldgico

Se obtuvieron un total de 46 aislados en medio sin P, 555 aislados en medio con
KH,PO,, 490 aislados en medio con glifosato y 171 aislados en medio con Faena® (Figura

17).
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El nimero de aislados tuvo diferencias significativas para las interacciones
sitio*incubacién (p=0.000003) e incubacién*fuente (p= 0.04), donde la incubacién se
refiere al tratamiento que se utilizd en las incubaciones de suelo. El crecimiento de
aislados provenientes de la incubacién sin herbicida fue mayor para las bacterias
obtenidas de suelo del sitio del invernadero de nopal en comparacién con las obtenidas
del sitio abandonado, mientras que no hubo diferencias entre sitios en los otras dos
tratamientos de incubacién (Figura 18). Asi mismo, en las muestras provenientes de la
nopalera, el crecimiento de aislados fue mayor en la incubacién sin herbicida que el

crecimiento en los otras dos tratamientos de incubacién (Figura 18).

Para las muestras provenientes de cada tratamiento de incubacién, el crecimiento
de aislados fue mayor para las bacterias que tenian KH,PO, como fuente de P, seguido por
los que tenian glifosato, Faena® y al final el control, con excepcidén de la incubacidn sin
tratamiento que no presento diferencias entre el crecimiento de las fuentes de KH,PO, y
glifosato (Figura 19). Sin embargo, entre los tratamientos de las incubaciones, solamente
se encontro diferencia en el medio sin P, siendo mayor el tratamiento de incubacion sin

herbicida que el tratamiento de incubacion con glifosato y con Faena® (Figura 19).
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Figura 18. Interaccion Sitio*Incubaciéon, donde “f’ pertenece al sitio abandonado, y “n” pertenece al invernadero
con nopal. La incubacion “s” se refiere a las muestras de suelo incubadas sin herbicida, la incubacion “g” se refiere
a las muestras incubadas con glifosato y la incubacion “f” a las muestras incubadas con herbicida Faena® .
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Figura 19. Interacciéon Incubacién*Fuente, donde la incubacion “s” se refiere a las muestras de suelo incubadas
sin herbicida, la incubacion “g” se refiere a las muestras incubadas con glifosato y la incubaciéon “f” a las muestras
incubadas con herbicida Faena®. La fuente “s” se refiere a las bacterias obtenidas en medio Sin P, la fuente “k” se

refiere a las bacterias obtenidas en medio con KH,PO,, la fuente “g” se refiere a las bacterias obtenidas en medio

con glifosato como fuente de P, y la fuente “fa” a las obtenidas en medio con herbicida Faena®.
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9. Discusion

9.1 Caracterizacion del sitio

El sitio agricola fue el que presentd mayores concentraciones de la mayoria de
las formas de nutrientes analizadas en comparacion con el sitio abandonado (Figura
20a y 20b). El sitio con manejo agricola, incluye el riego y la adicion de agroquimicos
en el suelo, como fertilizantes y herbicidas, ademas de la entrada de fertilizantes
organicos como la composta, que probablemente son los principales factores que
afectan la dinamica de estos nutrientes. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Herndndez-Becerra et al. (2016), quienes registraron mayores concentraciones en
gran parte de los nutrientes analizados en un sitio agricola con cultivo de alfalfa en el

VCC, en comparacion con un sitio abandonado y un sitio conservado.

A demds de los factores como la utilizacién de agroquimicos que pudieran
afectar la dindmica de nutrientes, es importante mencionar que a pesar de que se
llevaba a cabo la aplicacién de herbicidas, las hierbas muertas no se retiraban en su
totalidad, pudiendo ser una fuente de materia orgdnica para el suelo (Figura 21). Asi
mismo, en este invernadero ademds de usar fertilizantes inorganicos (N, P, K),
también se afiadia lixiviado de lombri-composta y composta soélida una vez al mes, lo
cual representa una fuente importante de materia organica. Esto se ve reflejado en la
mayor concentracién de nutrientes orgdnicos disueltos (COD, NOD y POD) en el
invernadero de nopal, en comparacion con la concentracidn de estos nutrientes en el
sitio abandonado. EI COD representa la principal fuente de energia para los
microorganismos heterdtrofos que liberan el Ny P en formas disponibles a partir de la

mineralizacién de los compuestos organicos (Neff y Asner, 2001).
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Figura 20. Dindmica de nutrientes representando diferencias en concentraciones con el tamafio de los cuadros en a)
el sitio abandonado y b) el invernadero de nopal. Los cuadros color verde representan nutrientes disueltos (COD=
C organico disuelto, NOD= N inorganico disuelto, POD= P organico disuelto), los cuadros naranjas representan
nutrientes en biomasa microbiana (Cmic= C microbiano, Nmic= N microbiano, Pmic= P microbiano), los cuadros
purpura representan nutrientes inorganicos disponibles (Dp-NH,= Amonio disponible, Dp-NO;= Nitrato
disponible, Dp-PO,= Fosforo inorganico disponible). Los cuadros punteados color azul representan pérdidas a la
atmosfera. Las flechas azules representan inmovilizacion de nutrientes. Las letras color rojo representan la
actividad enzimatica (PO= polifenol oxidasa, NAG= N-acetil glucosaminidasa, BG= Beta glucosidasa, Fm=
Fosfomonoesterasa, Fd= Fosfodiesterasa, Fn= Fosfonatasa).
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Los resultados de esta tesis corroboran lo reportado por Hernandez et al.
(2016) donde concluyen que en las parcelas con manejo agricola se incrementa la
concentracién de COD, debido a la fertilizacidén y riego favoreciendo la productividad
de las plantas y la actividad de los microorganismos del suelo. Estos dos factores son
bajos en coberturas vegetales naturales en VCC, debido a las condiciones de aridez (Li
et al., 2009). Por lo tanto, se puede concluir que la baja concentracién de nutrientes
organicos disueltos en el sitio abandonado se debe a la ausencia de riego y
fertilizacidn, por lo tanto la vegetacion actual era escasa, y habia menor cantidad de

materia organica en el suelo proveniente de la vegetacion.

La mayor concentracién de COD y de N y P en formas disueltas y disponibles,
sugiere un ambiente favorable para el crecimiento de la biomasa microbiana, lo cual
se ve reflejado con la mayor concentracion de Cmic obtenida en el invernadero de
nopal en comparacién con el sitio abandonado. Sin embargo, los cocientes C:N:P de la
biomasa microbiana indican que el manejo agricola ha cambiado las relaciones

estequiométricas de los microorganismos.

El cociente microbiano de C:N:P en la parcela abandonada (48:5:1) fue mas
parecido al cociente propuesto por Cleveland y Liptzin (2007; 60:7:1), y es cercano al

obtenido en un sitio conservado de VCC, que corresponde a 42:5:1 (Hernandez et al.,
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2016); mientras que el obtenido en la parcela con Nopal tuvo un cociente distinto
(37:20:1) con proporciones mas lejanas del cociente propuesto por Cleveland y Liptzin, y
que difiere al cociente 100:33:1 obtenido por Herndndez et al. (2016) en el sitio agricola
de alfalfa, sugiriendo que en el suelo del invernadero de nopal, los microorganismos

inmovilizan en su biomasa una gran cantidad de N.

En el suelo del invernadero de nopal se encuentran altas concentraciones de N
orgdnico e inorganico, como se observa en los resultados obtenidos en
concentraciénes de Dp-NOs” y de NOD. La cantidad de N en exceso puede provocar
qgue el crecimiento microbiano cambie de estar limitado por N a estar limitado por C
(Chapin et al., 2011 ). Debido a que los microorganismos tienen suficiente N,
necesario para la sintesis de aminoacidos y proteinas, lo destinan a la producciéon de
enzimas; lo cual puede explicarse en base a la correlaciéon de NO3; con las enzimas
Beta glucosidasa (BG), fosfonatasa (Fn), fosfodiesterasa (Fd) y fosfomonoesterasa

(Fm), y en el NOD, que correlaciona con la enzima polifenol oxidasa (PO).

Los microorganismos heterétrofos de este sistema, utilizan enzimas como la BG,
gue participa en la degradacidn de la celulosa, liberando monémeros de glucosa a partir
de celu-oligosacaridos (Sinsabaugh, 2004), para poder utilizar estos monémeros como
fuentes de carbono, como se observa en la correlacion positiva que existe entre el COD y
la BG y en el Cmic y la BG, que sugiere que los microorganismos estan utilizando la BG
para obtener carbono orgéanico disuelto, y que este carbono es el que se inmoviliza en su

biomasa microbiana.

Las relaciones estequiométricas presentes en el sitio agricola; donde el
cociente Nmic:Pmic es 20:1, en comparacion al de Cleveland y Liptzin (2007) que
corresponde a 7:1, también sugieren que el crecimiento de los microorganismos esta
limitado por el P; a pesar de las altas concentraciones de P disponible registradas en

el sitio agricola. Por esto mismo, parte del NO3™ se destina a la produccion de enzimas
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(Fn, Fd y Fm) ligadas a la mineralizacién de diversas formas organicas de P en Pi.
Comparado con otros estudios realizados en el VCC donde se mide la actividad
enzimatica (Tapia-Torres et al., 2016), el presente estudio coincide en que en el
invernadero de nopal, la actividad enzimatica de la fosfodiesterasa es mayor a la
actividad de la fosfomonoesterasa, lo cual sugiere que la comunidad microbiana del
suelo obtiene el P principalmente de diésteres de fosfato. En suelos de Cuatro
Ciénegas donde el P es un nutriente limitante, se ha observado la utilizacion de ADN
como fuente de P, el cual es un diéster de fosfato (Tapia-Torres et al., 2016). Asi
mismo, se observa que el POD estd correlacionado positivamente con el Cmic y el
Pmic, por lo que los microorganismos dependen de formas orgdnicas de P para su
crecimiento. Otra forma orgdnica de P, que se ha observado que pueden utilizar los
microorganismos del VCC, son los fosfonatos como el 2-Aminoetil fosfonato (2-AEP)
(Tapia-Torres et al., 2016), que requiere de la enzima fosfonatasa, de la cual se
reporto actividad en el suelo del invernadero de nopal; lo que puede ser un indicio de
gue las bacterias intentan degradar fosfonatos como lo es el herbicida glifosato, o su
subproducto mdas comun que resulta de cuando el glifosato es utilizado como fuente
de C, el 4cido aminometil fosfénico, del cual hay evidencias indirectas de que requiere

de fosfonatasas para ser mineralizado en P inorganico (Sviridov et al., 2012)

En el sitio abandonado, a pesar de la menor concentracidon de nutrientes, los
cocientes estequiométricos son mds parecidos a lo reportado en la literatura (Cleveland y
Liptzin, 2007) y en otros trabajos de sitios conservados del VCC (Hernandez et al., 2016), lo
que podria sugerir que este sitio no presenta gran perturbacion. Sin embargo, si hay
cambios en la dinamica de nutrientes de este sitio en comparacion a suelos conservados
del VCC, puesto que la baja concentracién de NH," disponible y la mayor concentracién de
NOs™ disponible siguiere que domina el proceso de nitrificacion, realizado por bacterias
autotrofas como lo son las bacterias de los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus,
Nitrosopumilus y Nitrospira (Fenchel et al., 2012 ), ya que existe poca disponibilidad de

COD y pueden competir por el amonio disponible con las bacterias heterotréficas (Jones
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et al., 2003), utilizando el amonio para la produccién de energia (Chapin et al., 2011). En
los sitios conservados de Cuatro Ciénegas, no es dominante la nitrificacion a pesar de las
bajas concentraciones de COD que estan dadas naturalmente por la aridez del sistema, sin
embargo, en otros trabajos realizados donde se han estudiado sitios agricolas
abandonados del VCC, se ha documentado que este proceso domina (Martinez-Piedragil,
2013; Hernandez et al., 2016). Cuando se lleva a cabo la nitrificacién, el N en forma de
NOs es mas susceptible a perderse, ya sea por procesos de lixiviacion o por medio de
procesos de desnitrificacion, donde se libera N gaseoso en forma de N, y también en
forma de NO y N,0, los cuales son gases importantes de efecto invernadero (Chapin et al.,

2011).

9.2 Oclusién de Fésforo

Los resultados reportados en este trabajo suguieren que los minerales del suelo
estudiado tienen alta capacidad para ocluir P, ya que a las muestras que se les agregd mas
P tuvieron una mayor oclusién del P. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Perroni et al. (2014) en Gipsisoles dentro del Valle de VCC. Estos autores reportan una
mayor capacidad de oclusién de P en suelos con pastizales que contienen mayor
concentracion de compuestos orgdnicos, y concluyen que el P, ademds de ocluirse en
cristales con iones como Ca y Mg, también se ocluye con formas no cristalinas, favorecidas
por la presencia de compuestos organicos. Esto concuerda con los resultados de esta tesis,
ya que la parcela con mayores contenidos de materia organica (parcela con nopal)

presentd una mayor oclusién que los suelos de la parcela abandonada.

En las muestras con mayor nivel de fertilizacion, el tratamiento de Faena®
disminuyd significativamente la oclusidén. Asi mismo, la menor pendiente de la recta de
oclusién de P con los diferentes niveles de fertilizacidn, fue en el tratamiento con Faena®.
Esta reduccidén puede atribuirse a los otros compuestos que contiene el herbicida como

adyuvantes que reducen las reacciones quimicas en el suelo. Los adyuvantes se definen
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como “ingredientes en la prescripcion del herbicida que ayudan o modifican la accién del
ingrediente principal” (Foy, 1987; Krogh et al., 2003). En sentido general, los adyuvantes
se afiaden para aumentar la efectividad (biodisponibilidad) del plaguicida, aumentando la
solubilidad o la compatibilidad de los ingredientes activos (Krogh et al., 2003). Los
adyuvantes comprenden un gran grupo de sustancias, dentro de las cuales los
surfactantes son ampliamente utilizados (Foy, 1996). Los herbicidas con glifosato, ademas
de los surfactantes contienen varios componentes menores que incluyen agentes anti-
espumantes y colorantes, biocidas e iones inorgdnicos para ajustar el pH (Badberry et al.,
2012). En los herbicidas con glifosato, a menudo son utilizados diversos surfactantes
pertenecientes al grupo de de alquilaminas etoxiladas (Krogh et al., 2003). Las
alquilaminas etoxiladas (ANEOs) pueden unirse a las particulas del suelo de diferentes
maneras (Figura 21). Las cadenas alquilo hidrofébas pueden adsorberse a la materia
organica por medio de enlaces hidrofébicos, mientras que las cadenas etoxi hidrofilicas,
gue contienen oxigenos unidos mediante enlaces éter (R-O-R’), puede unirse por medio
de puentes de hidrégeno a minerales de arcilla polares en el suelo (Krogh et al., 2003).
Ademads, en las ANEOs, las porciones hidrofilicas e hidrofdbicas estdn conectadas por
medio de un atomo de N. Este N puede protonarse dependiendo del valor de pK, de la
molécula y del pH de los alrededores. La forma protonada de las ANEOs puede formar
enlaces idnicos, mientras que la forma desprotonada participa en enlaces complejos con
los minerales del suelo (Krogh et al., 2003). Los valores tipicos de pKa para los ANEO se
encuentran en un rango del 5 al 7, por lo que el N se encuentra protonado en pH
alrededor de 5 (Akzo, 1999; ICI Surfactants, 1987), pero a pH de los suelos agricolas de

Cuatro Ciénegas (alrededor de 8), se encontraria desprotonado.
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Dentro del grupo de las ANEOs, uno de los surfactantes mas utilizados en
formulaciones de herbicidas con glifosato es la polioxietileno amina (POEA), un
surfactante no idnico, que consiste en una mezcla de alquil aminas de cadena larga
polietoxiladas (Figura 23; Tush et al., 2013), sintetizadas de acidos grasos derivados de
animales (Williams et al., 2000). Se ha estudiado poco sobre la movilidad en el suelo de
este compuesto, sin embargo se ha encontrado que la POEA es adsorbida fuertemente al

suelo y que ademas, cationes como Na y Ca aumentan la adsorcion de la POEA al suelo

(Tush et al., 2016).
H%O N O%H
X | y
R

Los resultados expresados en la Figura 8 y en la Figura 10, pueden deberse a que la
adsorcion de los surfactantes en las particulas del suelo pueden afectar la movilidad de
otros quimicos, como los plaguicidas (Rodriguez-Cruz et al., 2006). La adiciéon de
surfactantes no idnicos al suelo, disminuye la movilidad de los plaguicidas, los cuales

probablemente son adsorbidos por los surfactantes previamente adsorbidos por el suelo
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(Krogh et al., 2013). Ademads se ha encontrado que la movilidad en el suelo de algunos
plaguicidas como diazinon, atrazina y acefato disminuye en presencia de bajas
concentraciones de surfactantes no idnicos. Se especula que el uso de la POEA en las
formulaciones del glifosato, puede cambiar las caracteristicas de sorcidon-desorcién del
glifosato en el suelo (Tush et al., 2013), aunque se requieren mas analisis que estudien las

interacciones de estos surfactantes con el glifosato.

Se ha determinado que en la competencia de P inorganico y glifosato por los sitios
de adsorcidn del suelo, la adicidén de P inorganico desplaza al glifosato puro de los sitios de
sorcidon (Gimsing y Borggaard, 2001). Sin embargo si el POEA aumenta la oclusion de
glifosato en el suelo, como ocurre con el aumento de la adsorcion de otros plaguicidas con
la adicion de surfactantes (Rodriguez-Cruz et al., 2006), se podria promover mayor
competitividad por los sitios de olusion, por parte del glifosato, afectando a la velocidad
de oclusidon de P como ocurrio en el presente estudio, sin embargo, se requieren mas

estudios al respecto.

9.3 Incubaciones de suelo y microbiologia

9.3.1 Tasa de mineralizacion potencial de C

Los resultados obtenidos de mineralizacion de C sugieren que los factores sitio y
tratamiento afectan a la mineralizacién de manera independiente, porque la interaccién
entre estos no fue significativa. En cuanto a los sitios, la mineralizacion fue mayor en el
suelo proveniente del invernadero de nopal, lo que significa que este sistema con manejo
agricola favorece la actividad de los microorganismos heterdtrofos, probablemente por la
mayor disponibilidad de nutrientes como N y P en el suelo (Tabla 9). Esta diferencia entre
sitios en cuanto a la mineralizacién potencial de C, concuerda con los resultados obtenidos
del analisis de acidos grasos, donde también se obtuvieron diferencias significativas entre
sitios (Tabla 14), habiendo mayores concentraciones de 4acidos grasos en el sitio del

invernadero de nopal (Figura 15), y en algunas enzimas (Fm, Fd y PO) que mostraron
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diferencias significativas entre sitios, con mayor actividad en el invernadero de nopal

(Figura 14).

Las muestras de suelo donde se aplico glifosato presentaron una menor tasa de
mineralizacion de C promedio, en comparacién al control. El glifosato puede afectar a los
microorganismos del suelo al inhibir la ruta del acido shiquimico, la cual se lleva no
solamente en plantas, sino también en algunas bacterias y hongos (Bentley, 1990; Ratcliff,
2006). La inhibicidn de esta ruta, afecta a la sintesis proteica al impedir la formacién de
aminodcidos aromaticos (Bentley, 1990; Franz et al, 1997). Sin embargo, a pesar de que el
glifosato puede afectar a microorganismos que lleven a cabo esta ruta, algunos estudios
realizados han observado un aumento en la liberacién de CO, a partir de suelos que
contienen glifosato (Ardujo et al., 2003) e incluso han determinado que el glifosato en
dosis altas llega a estimular la respiracion microbiana del suelo (Haney et al., 2000). Estos
estudios sugieren que el glifosato es utilizado por los microorganismos como fuente de
carbono y por ello aumenta la produccién de CO,, probablemente los resultados de esta
tesis difieren por que los microorganismos del suelo del VCC sean mas afectados por el
glifosato y les sea mas dificil utilizarlo como fuente de carbono, sin embargo para
confirmar esto, se requiere analizar la capacidad de los microorganismos del VCC para

utilizar el glifosato como fuente de C.

Otro factor que puede explicar la diferencia entre los resultados de esta tesis con
otros estudios publicados, puede ser que la comunidad microbiana del suelo de Cuatro
Ciénegas sea mas susceptible a ser afectada negativamente por el glifosato. Se ha
determinado que una aplicacion constante de glifosato, puede llegar a seleccionar las
poblaciones microbianas capaces de utilizarlo (Andréa et al., 2003). Por ejemplo, se han
encontrado correlaciones entre tasas de mineralizacion y cantidad de Pseudomonas en el
suelo (Gimsing et al., 2004), asi como suelos con mayor cantidad de bacterias Gram
negativas y de proteobacterias después de cinco aplicaciones de glifosato (Lancaster et al.,

2010), por lo que probablemente los resultados de mineralizacién de C obtenidos en el
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presente trabajo estan relacionados con la comunidad microbiana de los suelos

estudiados.

Analisis moleculares realizados en el suelo en la parcela con cultivo de alfalfa de
Cuatro Ciénegas muestran mayores proporciones de Proteobacterias seguidas por
Gemmatimonadetes y Acidobacterias, los primeros dos phyla pertenecen a bacterias
Gram negativas, mientras que las Actinobacterias son Gram positivas (Hernandez et al.,
2016). Sin embargo, los andlisis de acidos grasos realizados en este estudio muestran una
proporcién diferente de la comunidad microbiana, puesto que en el sitio agricola con
nopal son mas abundantes las bacterias Gram positivas, dentro de las cuales estan los
phyla Firmicutes y Actinobacterias (Woese, 1987), mientras que en el sitio abandonado
hay una misma proporcidn de acidos grasos pertenecientes a bacterias Gram positivas y
Gram negativas. A pesar de las correlaciones encontradas con bacterias Gram negativas y
Pseudomonas, la degradacion del glifosato no es especifica para algun género bacteriano
(Singh et al., 2006), por lo que probablemente las bacterias Gram positivas que se
encuentran en el VCC, podrian ser capaces de degradar el glifosato, pero ser mas

susceptibles a ser afectadas negativamente por el glifosato.

A pesar de los efectos que tuvo el glifosato en la respiracion, la aplicacion del
herbicida Faena® no presenté resultados diferentes al control. Esto concuerda con otros
estudios que reportan pocos cambios en la biomasa microbiana, pero ninglin cambio en la
respiracion del suelo, al utilizar formulaciones comerciales de este herbicida (Stratton y

Stewart, 1992).

Los resultados del efecto intermedio del herbicida Faena®, pueden estar
relacionados al comportamiento quimico del herbicida en el suelo. Como se menciond en
la seccion anterior, los componentes inertes del herbicida, como el surfactante, podria

estar afectando la oclusion del glifosato en el suelo, haciéndolo menos movil en
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comparacion con el glifosato puro (Tush et al., 2013), y por lo tanto, menos disponible

para su adquisicidon por los microorganismos.

En cuanto a los resultados biogeoquimicos, se presentaron diferencias significativas
entre sitios en la mayoria de las variables. El Pmic fue la Unica variable que presentd
diferencias entre tratamientos, obteniéndose menor concentraciéon de Pmic en el suelo
tratado con Faena®. Los microorganismos requieren altas concentraciones de P en su
biomasa para mantener sintesis rdpida de proteinas; dado que estos requieren responder
rdpidamente a las condiciones ambientales del suelo altamente variables (Chapin et al.,
2011). Ademads, el P microbiano es importante porque constituye una fuente de P
potencialmente disponible (Richardson et al., 1994), por lo tanto la aplicacién del

herbicida Faena® podria estar disminuyendo esta fuente de P.

9.3.2 Analisis de acidos grasos

El analisis de acidos grasos resulté en diferencias significativas entre sitios, lo cual
indica que las practicas agricolas no sé6lo modifican la actividad microbiana como se vio
con la mineralizacién de C, si no también modifican la composicién de la comunidad
microbiana del suelo. En este estudio, se reporta una mayor concentracion de acidos
grasos en el sitio agricola con nopal para todos los grupos microbianos (Figura 15). Esto
puede estar relacionado con el aumento de fuentes de carbono orgdnico total, como
carbono y nutrientes disponibles. Diversos estudios han demostrado que hay grupos
microbianos que contienen algunos acidos grasos que se encuentran enriquecidos cuando
se aumenta el carbono organico, como son los acidos 15:0 anteiso, 17:0 anteiso, 16:0 iso,
18:0 10 metil y 15:0 iso (Bossio et al., 1998). Estos grupos también fuero mas abundantes
en el suelo con mayores contenidos de materia organica (nopalera). Otros perfiles de
acidos grasos en suelos agricolas reportan mayor abundancia de actinobacterias y
bacterias Gram positivas (Bossio, 2005), coincidiendo con este estudio donde se presenta

una mayor concentracién de acidos grasos correspondientes a bacterias Gram positivas en
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el sitio agricola, pero la concentracion de acidos grasos correspondientes a actinobacterias
fue menor. Esto también difiere de otros estudios sobre los microorganismos de suelos
del VCC, ya que las actinobacterias son uno de los grupos predominantes que se han
encontrado en metagenomas de pastizales conservados, en sitios agricolas abandonados y
en parcelas agricolas con cultivo de alfalfa (Hernandez et al., 2016). Dentro de los
microorganismos cultivables aislados del VCC, también las actinobacterias han sido uno de

los grupos dominantes (Tapia-Torres et al., 2016).

Los tratamientos con glifosato y herbicida Faena® unicamente afectaron la
concentracion del acido graso 18:0 19 metil TBSA, la cual disminuyd con el tratamiento del
herbicida Faena®. Este acido graso corresponde al grupo de actinobacterias. Se han
documentado diversas respuestas de las actinobacterias frente a herbicidas con glifosato;
algunos estudios han reportado que las poblaciones de actinobacterias aumentan con
aplicaciones de glifosato en grado analitico (Araujo et al., 2003). Sin embargo, también se
ha encontrado que este grupo de bacterias puede disminuirse con la aplicaciéon de
herbicidas con glifosato, como el Glysato (Sebiomo et al., 2011), lo que puede significar

gue solo ciertas especies de actinobacterias son afectadas por este herbicida.

9.3.3 Utilizacion de glifosato como fuente de P

De un total de 555 aislados que crecieron en el control positivo (KH,PO,), el 88%
pudo crecer utilizando glifosato puro como fuente de P y el 30% pudo crecer utilizando el
herbicida Faena® como fuente de P. El crecimiento de las bacterias utilizando glifosato
como fuente de P, un fosfonato antropogénico, nos indica que la mayoria de las bacterias
aisladas tanto del sitio agricola, como del sitio abandonado, tienen las enzimas necesarias
para la mineralizacion de fosfonatos, las cuales pueden ser el complejo enzimatico C-P

liasa o la enzima fosfonatasa.

El complejo enzimatico C-P liasa cataliza el rompimiento directo del enlace C-P de

la molécula del glifosato, teniendo como subproducto sarcosina (N-metilglicina, C3H;NO,)
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y PO, (Pipke et al., 1988; Sviridov et al., 2015). Otra ruta de degradacién del glifosato,
implica la ruptura del enlace C-N de la molécula por medio de la enzima glifosato
oxidorreductasa (GOR), teniendo como subproductos al glioxiliato (C;HO3') (Borggard y
Gimsing, 2008) y al acido aminometil fosfénico (AMPA, CHgNO3P) el cual se rompe en
pasos subsecuentes para producir fosfato inorganico, CO, y NHs, o bien puede ser
exportado al espacio extracelular (Avila et al., 1987; Sviridov et al., 2015). Las bacterias
pueden obtener fésforo inorganico a través de la degradacion del AMPA. Hay evidencias
indirectas de que una ruta metabdlica para la degradacion del AMPA es similar a la de la
degradacion de 2-aminoetil fosfonato (2-AEP) un fosfonato similar, lo que incluye una
transaminacion por una aminotransferasa y un rompimiento del enlace C-P por una
hidrolasa especifica, Sviridov et al. (2012) reportaron que al cultivar las cepas de O.
anthropi GPK3 utilizando el glifosato como fuente de P, fue inducida la enzima
fosfonoacetaldehido hidrolasa (fosfonatasa) que participa en la degradacion el 2-AEP

(Figura 24).

En otros trabajos se indica que bacterias de sitios conservados de Cuatro Ciénegas
(Churince y Pozas Azules), debido a la escasez de P, tienen la capacidad de degradar el

fosfonato antropogénico 2-AEP (Tapia-Torres et al., 2016), el cual requiere de la utilizacidn
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de la enzima fosfonoacetaldehido hidrolasa para ser mineralizado (Rosenberg y La Nauze,
1970). También se han reportado bacterias edaficas provenientes de los sitios
conservados de Cuatro Ciénegas capaces de utilizar el glifosato como fuente de P, las
cuales en su mayoria pertenecieron al phylum Firmicutes (Morén, 2014). La capacidad de
estas bacterias nativas de los suelos de CC para utilizar el glifosato como fuente de P,
puede haber sido una ventaja para las bacterias Gram positivas, lo que se ve reflejado en

el andlisis de acidos grasos.

Sin embargo, a pesar de que las bacterias demostraron tener las herramientas
enzimaticas necesarias para mineralizar el glifosato, no todas las bacterias tuvieron la
capacidad de sobrevivir en medio de cultivo con el herbicida Faena® como fuente de P,
posiblemente por algunas caracteristicas téxicas que se le han atribuido a este herbicida
debido a los otros ingredientes en su formulacidon, como los surfactantes, siendo el POEA
el mas utilizado. Se han realizado algunas investigaciones sobre la toxicidad del glifosato y
de los herbicidas comerciales que contienen glifosato. Tsui et al. (2003) mostraron que la
toxicidad del herbicida Roundup en organismos acuaticos puede ser atribuida al
surfactante POEA. En este estudio se analizd la toxicidad del POEA en diversos organismos
y se determind que la LC50s varié de 0.57 a 10.2 mg/L, siendo la bacteria Vibrio fischeri la
menos sensible a la toxicidad del POEA (dosis letal media de 10.2 mg/L). Sin embargo, la
toxicidad del POEA en esta bacteria fue mayor que la del glifosato de grado analitico
(DL50=17.5 mg/L). Nobels et al. (2011) determinaron que en bacterias Escherichia coli, el
POEA causa danos en las membranas y lesiones celulares generales, ademds de que
produce estrés oxidativo y dafia al DNA lo que provoca la induccidon de ciertos marcadores
de DNA (RecA, UmuDC y SfiA) que son parte de la respuesta SOS bacteriana, un
mecanismo de reparacidn en bacterias que es activado para que estas puedan sobrevivir a
aumentos repentinos de dafios en el DNA (Michel, 2005), lo cual siguiere la genotoxicidad

del surfactante.
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Las bacterias que pudieron utilizar el herbicida Faena® como fuente de P, son de
importancia biotecnoldgica, puesto que se podrian realizar experimentos con estas
para ser utilizadas con fines de biorremediacion de sitios contaminados con

herbicidas con glifosato.
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10. Conclusiones

Los sitios analizados presentaron diferencias significativas en las
concentraciones de nutrientes y la actividad enzimatica. El sitio agricola presentd
concentraciones muy elevadas de N, de acuerdo a las proporciones estequiométricas
C:N:P, lo que ocasiona que tanto el C como el P sean nutrientes limitantes, y los
microorganismos tengan altas actividades enzimaticas para la obtencién de estos

nutrientes.

El sitio abandonado, ademas de tener concentraciones mds bajas de nutrientes
en comparacién con el invernadero con nopal, domina el proceso de nitrificacion, por
lo que el N es mas susceptible a perderse por lixiviacion y desnitrificacion,

favoreciendo las emisiones de gases de efecto invernadero.

El P en el sitio agricola se ocluye en mayor proporcién y a mayor velocidad en
comparacion con el sitio abandonado. Sin embargo, la adicién del herbicida comercial
Faena®, disminuye la concentracién de P ocluido, asi como la velocidad de oclusién de
P. Esto puede darse debido a que el surfactante que contiene la formulacién
comercial del herbicida, puede llegar a modificar el comportamiento del glifosato en
el suelo, aumentando su oclusidon y su competencia con el P inorganico por los sitios
de oclusién del suelo. Sin embargo, se requieren mas estudios sobre el efecto de los

surfactantes en la adsorcion de glifosato.

En este trabajo, también se determiné como se modifica la actividad
microbiana, tanto por el manejo, como por la adicion de glifosato. Los cambios en la
actividad microbiana se observaron en los andlisis de mineralizaciéon de C en el suelo,
la cual resulté ser mayor en el suelo del invernadero con nopal. Resultd significativa la
diferencia en la tasa potencial de mineralizacion de C, donde el tratamiento de
glifosato disminuyd la tasa potencial de mineralizacidon, lo que quiere decir que el

glifosato disminuye la actividad microbiana en el suelo. Sin embargo, no hubo afecté
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a la estructura de la comunidad, como se muestra en los analisis de acidos grasos, con

excepcion de que el herbicida Faena® redujo a las poblaciones de actinobacterias.

Asi mismo, el Faena® afectaba a gran parte de los microorganismos al ser
cultivados en medio sélido; ya que sélo un 30% pudo utilizar este herbicida como
fuente de P. Sin embargo, no se llegaron a identificar estos aislados bacterianos, por
lo que no se sabe que tan diversos fueron estos microorganismos o si pertenecian a la

misma especie de bacteria.

Con este trabajo se puede concluir también que a pesar que el herbicida Faena®
tiene efectos en los microorganismos cultivados in vitro, estos efectos se ven
amortiguados en los suelos estudiados, probablemente por la adsorcion del glifosato
y su surfactante en los suelos, lo cual disminuye su biodisponibilidad y por lo tanto,

sus efectos negativos para la microbiota.
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