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Lista de abreviaciones

AO: Oxidadores de amonio

AMO: Monooxigenasa de amonio

AOA: Arqueas Oxidadoras de Amonio

AOB: Bacterias Oxidadoras de Amonio

ASV: Variante en la secuenciacion amplicones

B: Bojayito

CE: Conductividad eléctrica

Comammox: Oxidacién completa de amonio (Complete ammonia oxidation)
Corg: Carbono organico

Ct: Carbono total

HAO: Hidroxilamina oxidoreductasa

IT: indice de toxicidad

LP: Las Palmas

MAG: Genoma ensamblado de un metagenoma

NGS: Secuenciacion de nueva generacion

Nt: Nitrégeno total

ORF: Marco abierto de lectura

OTU: Unidad operativa taxonémica

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PTAR-A: Planta de Tratamiento de Agua Residual Atotonilco
PTAR: Planta de tratamiento de aguas residuales

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
R# (i. e. RO): NUmero de riego

ST: Suelo de temporal

TW: Agua de la PTAR

UT: Ulapa-Tetepango

WW: Agua residual



1 Resumen

La irrigacion con agua residual es una practica comun en sistemas agricolas en zonas
aridas y semiaridas. Dicha practica representa una entrada constante de carbono (C) y
nitrégeno (N) en el sistema, asi como de contaminantes como metales que se acumulan en
el suelo con el paso del tiempo. El riego con agua residual sin tratar implica ademas un
riesgo sanitario, por lo que la Organizaciéon Mundial de la Salud recomienda tratar al agua
para reducir potenciales patégenos. El amonio es una de las formas principales de
nitrégeno en el agua residual, por lo que el riego constante con ésta aumenta la abundancia
de las bacterias oxidadoras de amonio (AOB) y las arqueas oxidadoras de amonio (AOA)
en el suelo. Sin embargo, existe poca informacion acerca del efecto de estos riegos sobre
la composiciéon de estas comunidades. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto
que tiene el riego con agua residual sobre la abundancia y diversidad de las comunidades
oxidadoras de amonio en suelos agricolas regados con agua residual a largo plazo, y sus
posibles modificaciones ante el cambio en la calidad del agua por el tratamiento de la misma.
En México, el Valle del Mezquital en Hidalgo es una zona agricola con una practica de riego
con agua residual por mas de 100 afios, siendo un modelo ideal para este trabajo, debido
a que ademas se esta llevando a cabo un cambio en la calidad del agua de riego derivado
del tratamiento por la Planta de Tratamiento de Agua Residual Atotonilco (PTAR-A).

Se muestrearon suelos irrigados con agua residual por diferentes periodos de tiempo
(25, 50 y 100 anos) y uno de temporal (nunca regado con agua residual), y se estudiaron
sus comunidades AOAy AOB a través de secuenciacion de amplicones (16S rRNAy amoA),
y enfoques metagendmicos. También, se analizaron los efectos del cambio en la calidad del
agua de irrigacion de agua residual a tratada en suelos regados por 100 afnos sobre las
AOA y AOB. Finalmente se llevo a cabo la correlacion de las variaciones en las propiedades
fisicoquimicas de los suelos producto del tipo de agua usada en sus riegos, junto a los
cambios en la microbiota de éstos.

Los suelos regados con agua residual mostraron una mayor abundancia de AOA y AOB
comparados con el suelo de temporal. Se observé que tras 100 afos de riego la relacion
entre el gen amoA de AOA:AOB fue cercana a 1.5, mientras que, en los suelos de temporal
ésta fue cercana a 9, sugiriendo que con el tiempo se enriquecen las comunidades AOB en
mayor medida que las AOA. Ademas, la estructura de la comunidad de AOA y AOB cambio
posterior al riego con agua residual, donde ciertos filotipos afiliados a Nitrososphaera y
Nitrosocosmicus se incrementaron significativamente. Posteriormente, fue confirmada la
correlacion positiva significativa entre el pH del suelo y la estructura de la comunidad
oxidadora de amonio, principalmente para las AOB. El indice de toxicidad calculado a partir
de la concentracion de metales pesados en el suelo mostré una correlacion positiva con la
abundancia de las AOB; mientras que, el contenido de C estuvo mas asociado
positivamente con la abundancia de AOA. Para comprobar que se estaba captando el total
de la comunidad AOA y AOB por la secuenciacién masiva del gen amoA, se analizaron
cuatro metagenomas de suelo, uno para cada sitio con diferente tiempo de riego. Los
analisis confirmaron que Nitrososphaera y Nitrosocosmicus (AOA), y Nitrosospira y
Nitrosomonas (AOB) fueron los filotipos mas abundantes en los suelos de la
cronosecuencia. Sin embargo, fueron detectados otros grupos como Nitrosovibrio y
Nitrosopolaris, o inclusive cepas ambientales no afiliadas aun, asi como grupos Nitrospira
afiliados a procesos de la oxidacién completa de amonio (commamox). Asi, los grupos
previamente detectados con la secuenciacion de amplicones fueron confirmados mediante
los genes amoA obtenidos de este analisis, asi como un nuevo grupo de AOB aun no
definido, y bacterias commamox. Finalmente, en un experimento de columnas inalteradas
con suelos regados por ~100 afios, se vio que el uso del agua de la PTAR-A puede llevar a
cambios en la estructura de la comunidad de las AOB y su abundancia, posiblemente por



la disminuciéon en la entrada de amonio y contaminantes. No hubo una respuesta
significativa en la comunidad de las AOA, particularmente en los suelos ligeramente acidos,
probablemente por su resiliencia o porque la tasa de cambio es de una temporalidad mayor
a la estudiada en el presente estudio. En conclusién, este estudio muestra que el uso de
agua residual y los cambios en su composicion por su tratamiento si afectan a las
comunidades oxidadoras de amonio, siendo diferenciales sus efectos en las AOAy las AOB,
probablemente por sus diferencias fisioldgicas.



2 Abstract

Wastewater irrigation is a common practice in agricultural systems in arid and semiarid
zones. This practice represents a constant input of carbon (C) and nitrogen (N), as well as
contaminants such as metals which accumulate in soil through time. Irrigation with untreated
water represents a sanitary hazard, so the World Health Organization recommends irrigating
with treated water to reduce health risks. Ammonia is one of the main N-forms in wastewater,
hence, the constant irrigation with this kind of water increases the abundance of ammonia
oxidizing bacteria (AOA) and ammonia oxidizing archaea (AOA). Nevertheless, the
information about the effect of the irrigation with wastewater on these communities is still
scarce. The objective of this study was to determine the effect of wastewater irrigation over
the abundance and diversity of the ammonia oxidizer communities in long-term wastewater
irrigated agricultural soils, and their possible modifications by a change in the quality of
irrigation water. In Mexico, the Mezquital Valley, Hidalgo, is an agricultural zone irrigated with
wastewater for more than 100 years, being an ideal model for this investigation because in
the last few years, the establishment of the Atotonilco Wastewater Treatment Plant (PTAR-
A) is inducing an irrigation water quality change.

Wastewater irrigated soils for different lengths of time (25, 50 and 100 years), and a
rainfed soil (never irrigated with wastewater) were sampled, and their AOA and AOB
communities were studied using amplicon sequencing (16S rRNA and amoA genes) and
metagenomic approaches. Furthermore, the response of AOA and AOB to changes in water
irrigation quality from wastewater to reclaimed water over 100 years irrigated soils were
analyzed. Then, physicochemical soils properties were correlated with the microbial
variables to detect determinants of the observed changes in the microbiota of the studied
soils.

Wastewater irrigated soils showed a higher abundance of AOA and AOB in comparison
with rainfed soils. It was observed that amoA AOA:AOB ratio in 100 years irrigated soils was
close to 1.5, while in rainfed soils the ratio was close to 9, suggesting an AOB enrichment
with irrigation time. Besides, the AOA and AOB community structure changed after
wastewater use for irrigation, where phylotypes affiliated to Nitrososphaera and
Nitrosocosmicus increased significantly. Then, the positive significant correlation between
soil pH and the ammonia oxidizing community was confirmed, mainly for AOB. A toxicity
index calculated on behalf of the concentration of heavy metals in soils, showed a positive
correlation with the AOB abundance, while C content was positively associated with the AOA
abundance. A metagenomic approach was further used to verify the completeness of AOA
and AOB communities as assessed by amplicon sequencing of the amoA gene, by
considering the four metagenomes (one for each irrigation time). This analysis confirmed
that Nitrososphaera and Nitrosocosmicus (AOA), and Nitrosospira and Nitrosomonas (AOB)
were the most abundant phylotypes of the soil chronosequence. However, other groups
such as Nitrosovibrio and Nitrosopolaris, or unidentified environmental strains, were
detected, as well as other Nitrospira groups affiliated to the complete ammonia oxidation
(comammox) process. In this way, the groups previously detected with amplicon sequencing
were confirmed with amoA genes obtained from this approach, as well as a new not defined
AOB group, and comammox bacteria.

Finally, using an unaltered soil column experiment with ~100 years irrigated soils, we
observed that water from PTAR-A could lead to changes in structure of the AOB community
and their abundance, probably by diminishing the ammonia and contaminants input. There
was no significant change in the AOA community, particularly in the slightly acid soil, possibly
due to its resilience, or because the change rate needs a longer temporality than offered in
the current study. In conclusion, the current study showed that the continuous use of
wastewater and the changes in its composition after treatment do affect the ammonia



oxidizing communities, in different magnitude in AOA and AOB, probably due to their
physiological differences.



3 Introduccién

La escasez de agua es un problema de indole mundial que se ha magnificado durante
las ultimas décadas debido al incremento poblacional, el crecimiento econdmico, la
demanda en los sectores productivos, las técnicas de irrigacion ineficientes y la deficiente
infraestructura para el almacenamiento y tratamiento de agua, entre otros (Chitsaz y
Azarnivand, 2017). Este problema se acentua sobre todo en zonas aridas o semiaridas,
donde la constante escasez de lluvia, acompafada de altas tasas de evaporacion y
evapotranspiracion —producto de la radiaciéon solar—, se reflejan en un estrés hidrico
superior al observado en otras partes del planeta (Rodriguez et al., 2016). Estas areas
representan alrededor del 40% de la superficie terrestre (Fig. 1), y albergan mas de la
tercera parte de la poblacion mundial (Mortimore et al., 2009). Los reportes estiman que
estas regiones se encuentran cerca del limite anual de requerimientos hidricos por persona,
el cual esta establecido en 1000 m? per capita, sin embargo, en algunas zonas podria ser
de solo 500 m® per capita (Wallace, 2000), que representa un déficit hidrico del 50%.
Aunado a ello, se ha predicho que en los préximos anos estas regiones no tendran las
reservas hidricas suficientes para mantener la produccion de alimentos procedentes de la
agricultura (Seckler et al., 1999).

[7] sinestrés(0-25%) [ | Bajo(25-50%) || Medio (50 -75%) B Ao (75 - 100%) B Critico (> 100%)

Figura 1 Regiones a nivel global con algun nivel de estrés hidrico. (Modificado de FAO
(2021)).

Esta problematica de la escasez del agua compromete la produccion agricola en la
actualidad y a futuro. Actualmente, la agricultura ocupa cerca del 12% de la superficie
terrestre y consume aproximadamente el 70% del agua dulce, sin embargo, existen
estimaciones de que este consumo podria elevarse hasta el 90% en un futuro cercano
(Mancosu et al., 2015). En los ultimos afios se han sugerido alternativas desde el ambito



politico, social e ingenieril para mitigar la falta de agua para el riego en estas zonas (Ingrao
et al., 2023).

Dentro de las propuestas para resolver la falta de agua, destaca la de reusar el agua
residual para la irrigacion de los campos de cultivo. Esta estrategia se usa desde hace siglos,
y es una de las mas empleadas hoy en dia, especialmente en poblaciones en regiones
aridas y semiaridas con un constante crecimiento poblacional y una acelerada
industrializacion, como en la India, China y México (Singh, 2021). Ante el constante
incremento de esta practica, los estudios sobre sus ventajas y desventajas comienzan a
incrementarse. Actualmente, se sabe que existen beneficios varios, como el uso de una
fuente de agua barata, con nutrientes y que fomenta el crecimiento de los cultivos (Zhang
y Shen, 2019). Sin embargo, se ha observado que el constante uso de agua residual puede
ocasionar la acumulacion de contaminantes como antibidticos o metales, asi como cambios
en la microbiota de los suelos irrigados principalmente por las variaciones en su ambiente
fisicoquimico (Broszat et al., 2014; Carrillo et al., 2016; Siebe, 1995). Dentro de este
esquema, poco se ha investigado a las poblaciones especificas encargadas de procesos
del ciclo del nitrégeno (N), y donde sus abundancias se ven aumentadas, como en las
comunidades oxidadoras de amonio que son favorecidas por el constante ingreso de
amonio y formas organica de N en el agua residual (Hernandez-Martinez et al., 2018;
Lineberg et al., 2018).

En México, la zona agricola del Valle del Mezquital en Hidalgo representa una regién en
la que la practica del riego de cultivos agricolas con agua residual se remonta a principios
del siglo XX. Hoy en dia es una de las zonas mas extensas y de mayor antigiiedad en el
mundo (Jiménez y Chavez, 2002). La presente investigacién tuvo como objetivo determinar
el efecto que ha tenido el riego con agua residual sobre la abundancia y diversidad de las
comunidades oxidadoras de amonio de los suelos agricolas del Valle del Mezquital a largo
plazo, y sus posibles modificaciones ante el cambio de la calidad del agua usada para el
riego. Para ello, se emplearon estrategias independientes del cultivo para explorar a las
comunidades oxidadoras de amonio, cuantificando y secuenciando genes clave por
técnicas de 2% generacién y haciendo un tamizaje metagendmico. Todas estas herramientas
se emplearon en muestras de suelos agricolas colectadas de una cronosecuencia de suelos
agricolas, es decir provenientes de parcelas que han sido irrigadas por 25, 50 y 100 afios
con agua residual. Adicionalmente se implementd un experimento bajo condiciones
controladas en invernadero, donde columnas de suelo de 30 cm de largo y 15 cm de
diametro, extraidas de una parcela regada por 100 afios con agua residual sin tratar, fueron
regadas con agua residual de diferente calidad durante 180 dias. Al término de este tiempo
se analizaron las comunidades oxidadoras de amonio y las caracteristicas fisicoquimicas
de los suelos.

3.1 El suelo y sus microorganismos

El suelo es un compartimento de la geosfera que comprende la parte mas externa de la
corteza terrestre. Este es un cuerpo natural es dinamico, complejo y activo, ya que se
encuentra en constante formacion y evolucion; asi, las propiedades del suelo en un sitio
especifico de la corteza terrestre es la respuesta a diferentes factores formadores como el
clima, la biota, la topografia, y el material parental, entre otros (Minami, 2021). De manera
general, los suelos se componen de una parte mineral, que incluye minerales primarios y
secundarios procedentes de los sedimentos o rocas sobre los que el suelo se esta formando
y de los procesos de intemperismo ocurrido in situ, asi como por una fraccién organica que
corresponde al edafén (biota viva asociada) y las raices vivas, asi como a la materia



organica muerta en proceso de descomposicion y a los compuestos humicos resultantes
del mismo (Costantini y Mocali, 2022). La evolucion de las propiedades abioticas del suelo
tiende a ser mas lenta en relacién con los tiempos en los que ocurren los cambios biolégicos
y ecolégicos en el edafon. Mientras los cambios en la fraccion organica del suelo pueden
suceder en décadas a siglos, los relacionados con la fraccién mineral pueden prologarse
hasta milenios. En el caso especifico de los cambios en el componente microbiano del suelo
los tiempos pueden llegar a ser mas cortos.

El suelo es un compartimento clave en la zona critica, la zona externa del planeta
primordial para el establecimiento de la vida en la Tierra (White et al., 2015). La zona critica
estd delimitada por el limite superior de la cubierta vegetal hasta los compartimentos
subterraneos donde fluye el agua subterranea. En particular, el suelo representa una zona
de interaccion entre la atmdsfera, hidrosfera, biosfera y la litosfera. Por lo que es central en
el establecimiento de diversos procesos biogeoquimicos y fisicos que se llevan a cabo en
la zona critica, y por lo tanto necesario para la vida (Banwart et al., 2019).

Los suelos suelen diferenciarse en horizontes a medida que avanza la pedogénesis, la
cual puede interrumpirse por procesos geomorfolégicos que transportan sedimentos de un
sitio a otro (Hartemink et al., 2020). Los horizontes O y A suelen ser las capas superiores
donde ocurre la descomposicion de la materia organica muerta. Por lo mismo, éstos
muestran mayor actividad bioldgica y mayores contenidos de los nutrientes N y P. Ademas,
al ser los horizontes mas superficiales, la influencia de procesos de secado y
humedecimiento, asi como del oxigeno atmosférico suele ser mayor, por lo que son mas
propensos a cambios abruptos en tiempos cortos, lo que dificulta su estudio. La biota del
suelo, i.e. el edafdn, reacciona a estos cambios abruptos y su comportamiento es altamente
variable en el tiempo. Por el otro lado, la fraccién sélida y sobre todo la mineral, tiene tasas
de cambio mucho mas lentas, lo que facilita su estudio. La fraccién soélida del suelo esta
formada por minerales primarios y secundarios heredados del material parental, o bien
producto del avance de la pedogénesis, asi como por una fraccion organica muerta que se
encuentra en proceso de transformacién y acumulacién en forma de compuestos humicos.
(Costantini y Mocali, 2022).

La agricultura transforma a las propiedades de los suelos bajo coberturas naturales, y
ocasiona cambios en los almacenes de nutrientes como el C y el N, lo que altera el ciclaje
de estos elementos. Aunado a ello, del manejo antrépico puede generar cambios en las
propiedades fisicoquimicas del suelo como en el pH o en la conductividad eléctrica
(Falkengren-Grerup et al., 2006; Quinton et al., 2010). Se ha comprobado que las practicas
agricolas como la labranza convencional, el uso de agroquimicos (como pesticidas o ciertos
fertilizantes) y el mismo riego tienen un efecto sobre la estructura de la comunidad
microbiana de los suelos agricolas (Gupta et al., 2022). Finalmente, también se ha
observado el efecto del cultivo sobre las propiedades del suelo y sobre sus comunidades
microbioldgicas

3.1.1 Las comunidades microbianas del suelo

El suelo es un sistema complejo que se encuentra en constante interaccion con su
entorno bioldgico, principalmente con su componente microbiolégico (hongos, bacterias,
arqueas, protozoarios, entre otros) (Schulz et al., 2013). La relaciéon entre los sistemas
edaficos y las comunidades microbianas es compleja y dinamica, ya que este sistema es
considerado como uno de los principales reservorios de diversidad microbiana en el planeta
(Curtis et al., 2002). Dicha diversidad microbiana le confiere al suelo la capacidad funcional
para otorgar ciertos servicios ecosistémicos como la produccion de alimentos y fibras, la



purificacion de agua o la eliminacion de contaminantes (Crawford et al., 2005). Las
comunidades microbianas, compuestas por bacterias, arqueas y hongos, albergan una gran
diversidad metabdlica, y realizan variadas funciones de ciclaje y transformacién de
nutrientes y contaminantes (Luneberg et al., 2018, 2019). Sin embargo, la composicion de
la comunidad microbiana vy, por lo tanto, su capacidad funcional es altamente variable entre
los diferentes tipos de suelos, ya que estas responden a sus propiedades fisicoquimicas,
sus relaciones ecoldgicas y las condiciones ambientales (Castro et al., 2010; Custodio et
al., 2022).

Las condiciones fisicoquimicas del suelo que mas influyen en el establecimiento de la
biota son el pH, la humedad, la disponibilidad de oxigeno, la presencia de macronutrientes,
la salinidad y la presencia de elementos traza (micronutrientes y contaminantes). Estas
condiciones suelen ser dinamicas y estan asociadas con el clima, la estructura del suelo, la
cobertura vegetal o la injerencia humana (Abbas et al., 2019; Zhou et al., 2017). Ademas,
existen procesos biolégicos que influyen en el establecimiento y funcionamiento de la
comunidad microbiana. En este caso se destacan las interacciones ecolégicas que
impactan directamente sobre los distintos niveles tréficos en funcién de la variabilidad
genética (riqueza, equitatividad) presente en el sitio (Torsvik y @vreas, 2002).

La interaccion entre el medio bidtico y abidtico genera condiciones especificas variables
en los suelos, y dicha heterogeneidad conlleva a una gran diversidad microbiana. Sin
embargo, gran parte de esta diversidad es aun enigmatica debido al poco alcance de las
técnicas que se han usado para la identificacion de los organismos en la mayor parte de la
historia del estudio de la microbiologia de los suelos. Se estima que en promedio podria
haber 26 x 10?8 células microbianas en los suelos del planeta (Rossell6-Mora y Amann,
2001). Sin embargo, gran parte del componente microbiano es desconocido, aunque cada
vez se conoce mas por estudios dependientes e independientes de cultivo. Por ejemplo, los
estudios fisioldgicos han podido definir ciertas funciones principales llevadas a cabo por
bacterias y arqueas, y con ello resalta su importancia en este sistema (Tiedje et al., 1999).

Entre las funciones principales que llevan a cabo los microorganismos en el sistema
suelo estan (Nannipieri et al., 2003):

La promocion del crecimiento vegetal,
el ciclaje biogeoquimico,

la degradacion de la materia organica,
la eliminacion de contaminantes

3.1.2 Los suelos agricolas y su microbiologia

Los suelos agricolas fértiles tienen una gran diversidad microbiana, que les permiten
mantenerse productivos en el largo plazo, y con ello soportar los constantes ciclos de
produccion vegetal (Pankhurst et al., 1996); por lo que es crucial mantener la fertilidad de
los suelos y un balance en el ciclaje de nutrientes. En los sistemas agricolas se destacan
las relaciones entre las plantas y la microbiota por lo que es comun subdividir la diversidad
microbiana en aquella del suelo sensu stricto y aquella asociada a las raices de las plantas
(rizosfera), siendo esta ultima la mas diversa y con mayor abundancia microbiana (Xu et al.,
2021). Aunque esta afirmacion puede variar segun el tipo de suelo y agroecosistema

(Garcia - Salamanca et al., 2013).
En el suelo de sistemas agricolas, gran parte de la diversidad microbiana es propia de

los ambientes edaficos en general y se ve contenida en un nucleo definido por bacterias
pertenecientes a Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria y Choloroflexi. Aunque, otros



grupos como Firmicutes, Nitrospirae y Gemmatimonadetes de igual forma son abundantes
en suelos agricolas (Jiao et al., 2019). Por otro lado, las arqueas no fueron tomadas en
cuenta por mucho tiempo, sin embargo, recientemente se ha observado que son
importantes en estos sistemas por su participacion significativa en el ciclaje de nutrientes
(v.g., Nitrososphaerales son arqueas oxidadoras de amonio), produccion de hormonas de
crecimiento vegetales (v.g., Sulfolobus acidocaldarius puede producir acido indol-3-acético),
o la produccién de sideroforos para facilitar el acceso a hierro (por arqueas haléfilas como
Halococcus saccharolyticus) (Naitam y Kaushik, 2021).

3.2 Los microorganismos del ciclo del N en el suelo, y la nitrificacion

La evolucidon de la Tierra ha estado acompanada de equilibrios dinamicos entre las
especies quimicas oxidadas y reducidas que previo a la vida, correspondian directamente
a las condiciones ambientales. Sin embargo, con el surgimiento de la vida y su
diversificacion metabdlica, los microorganismos se han convertido en ingenieros
biogeoquimicos del ambiente a lo largo del tiempo (Falkowski et al., 2008; Madsen, 2011).

El suelo, es uno de los mayores reservorios de diversidad y abundancia microbioldgica
del planeta. Esta reserva microbioldgica posee un gran potencial metabdlico que fomenta
la interaccién abidtica y bidtica de las diferentes esferas de la zona critica, lo que lo coloca
como un sistema clave en el ciclaje biogeoquimico global. Consecuentemente, el ciclaje de
elementos como el carbono, fésforo o nitrégeno tiene como actor principal el sistema suelo
(Smith et al., 2015). Sin embargo, la injerencia antrépica en estos procesos ha provocado
un aceleramiento de la mayoria de éstos o, al contrario, una inhibicién de algunos. En
ambos casos, estos cambios en las tasas de ciclaje podrian provocar cambios significantes
a largo plazo vy, por lo tanto, desequilibrios biogeoquimicos con impacto global (Hesterberg,
1998; Rousk y Bengtson, 2014).

3.2.1 Elciclo del N en suelos agricolas

Dentro de los ciclos biogeoquimicos del suelo destaca el del nitrdgeno, debido a su
relevancia en sistemas agricolas, ya que estos se encuentran limitados por este elemento
en primera instancia, relacionado estrechamente, por su valia como nutriente vegetal, su
presencia en biomoléculas como proteinas y DNA, y su impacto en la generacién de gases
de efecto invernadero. Aunque cabe mencionar que, al estar interconectados los ciclos
biogeoquimicos, la alteracion del ciclo del nitrdgeno puede desencadenar la alteracién de
otros como el del carbono, fésforo o azufre (Gruber y Galloway, 2008).

El ciclaje microbiano del nitrégeno se basa en reacciones de 6xido/reduccién entre las
diferentes especies de nitrogeno. Tradicionalmente, se reconocian tres procesos
principales: la fijacion de Ny, la nitrificacion y la desnitrificacion, que se consideran la base
de este ciclo. Sin embargo, nuevos datos proponen la existencia de otros procesos poco
conocidos que podrian estar actuando de forma alternativa o a la par durante el ciclaje
(Stein y Klotz, 2016).

Entre las actividades antropicas mas relevantes que afectan el ciclo del N se encuentran
la produccion y el uso desmedido de fertilizantes nitrogenados en campos de cultivo debido
a la creciente demanda de alimentos. Otra actividad es la asociada a la quema de
combustibles fdsiles, cuyas emisiones suelen contener especies de nitrégeno que
posteriormente pueden ser fijadas en el suelo mediante organismos diazétrofos (43 Tg N
por afio en sistemas agricolas), o de forma abidtica mediante descargas eléctricas
(estimada en 2.6 x 10° kg N por afio en general) (Borucki y Chameides, 1984; Herridge et
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al., 2008). Dichos procesos han conllevado a graves consecuencias ambientales entre las
que destacan la eutrofizacion o la acidificacion de sistemas terrestres, y la contaminacion
de cuerpos de agua subterranea, entre otros (Subba Rao et al., 2017).

3.2.2 Nitrificacion

La nitrificacion es un proceso bioldgico de generacion de energia por algunas bacterias
y arqueas, y el cual puede encontrarse en ambientes terrestres, acuaticos y sedimentarios
(Schmidt, 2015). Este proceso consiste en la oxidacién de amonio a nitrato teniendo como
intermediario el nitrito, y es llevada a cabo por bacterias y arqueas (Alexander, 2015). Este
proceso suele ser modular y esta dividido en dos fases llevadas a cabo por diferentes
microorganismos: i) oxidacion de amonio a nitrito, y ii) oxidacién de nitrito a nitrato; aunque
se ha observado que el proceso completo puede ser llevado a cabo por una bacteria y se
ha denominado oxidacion completa del amonio (comammox, por siglas en inglés de
complete ammonia oxidation) (Daims et al., 2015).

La nitrificacion es de suma importancia en el ciclaje de nitrdgeno en el suelo, ya que es
el proceso responsable de determinar el balance en la cantidad de amonio y nitrato que son
nutrientes esenciales para las plantas. En este sistema, el amonio suele provenir de forma
natural de la degradacion microbiana de la materia organica, la fijacion de N, por diazétrofos,
asi como de la hidrdlisis de la urea proveniente de la orina animal o directamente por la
aplicacion de fertilizantes de tipo inorganico en suelos agricolas. El nitrato generado por la
nitrificacion suele ser lixiviado porque su carga suele ser la misma que la de las particulas
del suelo, ademas es soluble en un amplio rango de pH, representando asi una pérdida de
N del sistema (Prosser, 2014; Sahrawat, 2008).

3.2.3 La oxidacion de amonio

La oxidacién de amonio (nitritacion) es el primer paso de la nitrificacion y es reconocida
como un paso determinante en la ruta nitrificante, ya que dirige el balance entre el amonio
y el nitrito, el cual es limitante para el siguiente paso de la nitrificacion. Anteriormente, se
pensaba que este proceso estaba restringido a microorganismos aerobios, y por lo tanto
era dependiente de la presencia de oxigeno (Beeckman et al., 2018). Sin embargo, desde
finales del siglo XX, se descubrié otra ruta de oxidacion de amonio. Esta es una ruta
anaerobia llevada a cabo por bacterias dentro del filo Planctomycetota (orden Brocadiales),
donde la oxidacion se realiza usando el nitrato como aceptor electrénico, y la cual es
conocida como la oxidacion anaerobia de amonio o anammox por sus siglas en inglés
(Jetten et al., 1998).

La oxidacion aerobia de amonio fue descrita desde finales del siglo XIX, con los
aislamientos de bacterias con potencial oxidador de amonio como Nifrosomonas europaea,
y por mucho tiempo se penso6 que dicha ruta estaba restringido a solo bacterias (definidas
como Bacterias Oxidadoras de Amonio o AOB) (Lehtovirta-Morley, 2018). Sin embargo, con
la caracterizaciéon de Nitrosopumilus maritimus SCM1, se determiné que también arqueas
pueden llevar a cabo este proceso (definidas como Arqueas Oxidadoras de Amonio o AOA)
(Morimoto et al., 2011). Las AOB suelen ser proteobacterias pertenecientes a los géneros:
Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitroglobus, Nitrosovibrio, Nitrosoccus y Nitrosacidococcus.
Mientras que, las AOA corresponden a arqueas del phylum Crenarchaeota, teniendo como
representantes a los géneros: Candidatus Nitrosocaldus, Cenarchaeum, Nitrosarchaeum,
Candidatus Nitrosopelagicus, Candidatus Nitrosotenuis, Candidatus Nitrosocosmicus,
Candidatus Nitrososphaera y Candidatus Nitrosotalea (Hatzenpichler, 2012). Estos
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microorganismos suelen tener una amplia distribuciéon ambiental, incluyendo sistemas
marinos, lacustres, terrestres, y hasta en plantas de tratamiento de agua residual, por lo
que tienden a presentar adaptaciones especiales para cada tipo de ambiente.

Las AOAy la AOB realizan entonces el mismo proceso biogeoquimico, aunque existen
varias diferencias entre ellas. Por ejemplo, la ruta de la nitritacion es diferente entre AOA 'y
AOB, tanto a nivel genético como bioquimico. En el contexto bioquimico, la ruta candnica
de las AOB comprende a la hidroxilamina (NH.OH) como intermediario, y es catalizada por
la enzima AMO (monooxigenasa de amonio) que se encuentra unida a la membrana celular.
En este caso, la reaccion de oxidacién requiere de oxigeno molecular (O2)y 2e” para formar
una molécula de hidroxilamina y agua (H20). Posteriormente, este compuesto es oxidado
por la hidroxilamina oxidorreductasa (HAQO) hacia 6xido nitrico (NO) (Soliman y Eldyasti,
2018). La enzima que oxida el NO hacia NO> aun no esta bien definida, aunque autores
han sugerido que podria ser una enzima cercana a la enzima nitrito reductasa (NirK)
(Caranto y Lancaster, 2017). El resultado final de este proceso genera NOy™ y fuerza protdn-
motriz. En el caso de las AOA se ha propuesto que el mecanismo de produccion de NOy,
donde la enzima AMO puede producir hidroxilamina de forma analoga a las AOB, para
posteriormente ser transformada por enzimas putativas dependientes de cobre como una
oxidorreductasa de hidroxilamina (Cu-HAQ) o una reductasa de nitrito (Cu-NIR) (Lehtovirta-
Morley, 2018). Sin embargo, se ha hipotetizado que la enzima AMO de las AOA también
podria estar generando nitroxilo (HNO) que estaria siendo usado como sustrato para
generar N2O a partir de una oxidorreductasa de nitroxilo putativa (NXOR) (Wu et al., 2020).
Asimismo, las AOB son generalmente bacterias autétrofas obligadas y fijan CO2 atmosférico
por la ruta del Ciclo de Calvin—Benson—Bassham. Por otro lado, las AOA pueden ser
autotrofas o mixotrofas dependiendo la especie, y estas pueden fijar HCO3 por la ruta del
Ciclo del 3 Hidroxipropionato—4 Hidroxibutirato, o bien, pueden asimilar pequenas
moléculas organicas (Lehtovirta-Morley, 2018).
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La enzima AMO es primordial para la nitritacion, por lo que es considerada como un
marcador primordial para el monitoreo ambiental. El nucleo genético de la enzima AMO esta
conservado tanto en AOA y AOB, y esta compuesto por tres genes: amoA, amoB 'y amoC,
siendo amoA el gen codificante para la subunidad funcional de la proteina (Fig. 2)
(Lehtovirta-Morley, 2018). En el caso de las AOB, el grupo de genes amoABC se encuentran
de forma continua en su genoma en la misma direccién y pueden estar duplicados en
algunas especies (Norton et al., 2002). Para las AOA, la organizacion de los genes amoA,
amoBy amoC es dependiente de la especie, ya que en algunos casos éstos se encuentran
agrupados de la forma amoACB (estando amoB en direccidn contraria a amoA y amoC),
mientras que, en otros se encuentran separados por varios genes en la arquitectura del
genoma.

NH,0H—122__sNo,-
AOA Cu-HAO
2e+0, Cu-NIR
HNO—) N,O
AMO

0000 amoA ‘...0.COO......‘......O..O..QO

amoB
sees | AOC ¢'s's's's's'se'e®es00000eeeesesseses
amoXYZ
AOB 2e'+0 3e” e
NH; ———2> NH,0H—=5NO —=> NO,’

AMO

QQQCH amoA 000060000000000000000000000000

amoB

soes | amoC :oooogooooooooooooooooooooolooo

Comammox

Figura 2 Rutas de oxidacion de amonio de arqueas, bacterias y bacterias comammox,
sus reacciones, enzimas y genes involucrados. (AMO: Ammonia monooxigenasa, HAO:
hidroxilamina oxidorreductasa; NirK: nitrito reductasa, NXOR: oxidorreductasa de nitroxilo
putativa)

De igual forma se ha observado que AOA del género Ca. Nitrososphaera pueden llegar
a poseer hasta seis copias del gen amoC. Adicionalmente, recientes estudios han sugerido
la presencia de otros genes amo dentro de genomas arqueanos. Entre estos se encuentran
amoX, amoY'y amoZ que, aunque no se ha comprobado de forma experimental su funcion,
se ha predicho que codifican para hélices transmembrana que podrian estar involucradas
en el anclaje del complejo catalitico (Hodgskiss et al., 2023).
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Si bien la nitrificacion habia sido considerada un proceso modular, se habia predicho que
un organismo que puediera llevar a cabo la ruta completa, tendria ventajas energéticas
sobre aquellos que solo pueden realizar parte del proceso (Costa et al., 2006).
Posteriormente fue descubierto que la oxidaciéon completa de amonio (Comammox) puede
ser realizada exclusivamente por algunas bacterias del género Nitrospira como Nitrospira
inopinata, Nitrospira nitrificans, Nitrospira kreftii, entre otras (Daims et al., 2015). De igual
manera que las AOB, estas bacterias son autétrofas que fijan CO- por la via del rTCA (Ciclo
reductivo de los acidos tricarboxilicos) (Lehtovirta-Morley, 2018).

Para el caso de los genes codificantes para la AMO, se ha observado que amoA es
diferente para AOA y AOB, por lo que forman un agrupamiento diferente en arboles
filogenéticos basados en secuencias de este gen. Ademas, el amoA de las bacterias
comammox forma dos clados hermanos (clado A y clado B) basado en su filogenia por lo
que presentan una gran diversidad propia del taxén (Hu y He, 2017). Cada uno de estos
grupos a su vez esta conformado por organismos cosmopolitas, que pueden responder de
forma diferente a los estimulos ambientales. Esta capacidad de adaptacién y respuesta al
ambiente las convierte en buenos reporteros bioldgicos de cambios ambientales.

3.2.4 Factores que influyen en la oxidacion de amonio en suelo

La oxidacion de amonio es un proceso clave para evaluar el ciclo del N en el suelo, ya
que es considerada un paso limitante para la nitrificacién. Dicha caracteristica aunada al
respaldo bibliografico ha permitido que sea un buen modelo para estudiar el impacto
ambiental del manejo en un sistema como el suelo. Para la oxidacién de amonio se han
descrito diversos factores antropicos que pueden influir de manera directa o indirecta en la
dinamica del mecanismo. Ademas, de que se pueden evaluar los efectos de perturbaciones
fisicoquimicas y bioldgicas en dos grupos microbianos diferentes: Archaea y Bacteria. Asi,
numerosos estudios se han enfocado en establecer el impacto de estas perturbaciones
sobre la comunidad oxidadora de amonio, por lo que los marcadores de estudio estan bien
establecidos.

Una de las variables edaficas mas determinantes para los organismos oxidadores de
amonio es el pH (Hu et al., 2013). En términos generales se ha establecido que tanto AOA
y AOB pueden coexistir en sistemas edaficos con un amplio rango de pH, sin embargo, su
abundancia y la estructura de la comunidad varian con relacién a éste. Frecuentemente se
asocia una mayor abundancia de AOA en suelos que tienen un pH acido, mientras que las
AOB suelen aumentar su niumero en suelo circumneutral y ligeramente alcalino (Nicol et al.,
2008; Shen et al., 2008; Zhang et al., 2012). De forma particular, diversos estudios han
demostrado que Nitrososphaera, una AOA predominante en suelos, se inclina hacia suelos
con condiciones neutras o alcalinas (Gubry-Rangin et al., 2011), caso contrario a la AOA
Nitrosotalea, que es favorecida en ambientes acidos (Hu et al., 2015; Zhang et al., 2012).
No obstante, otros reportes han observado que la diversidad de las AOB es mayor en
comparacion a la de las AOA en suelos acidos fertilizados por largos periodos de tiempo,
indicando una mayor resistencia a los cambios de pH que las AOA (Sun et al., 2019).

También se ha observado que la concentracion de las especies de nitrdgeno
biodisponibles es determinante en la conformacién y funcionalidad de la comunidad
oxidadora de amonio. Aunque el amonio es la materia prima necesaria para llevar a cabo
los primeros pasos de la nitrificacion, puede resultar inhibitorio en altas concentraciones.
En particular, se han observado casos como el de la AOA Nitrososphaera viennensis, cuya
maxima tolerancia al amonio se aproxima a 15 mM (Stiegimeier et al., 2014); mientras que,
bacterias como Nitrosomonas communis pueden tolerar hasta 250 mM (Kozlowski et al.,
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2016). Con base en ello se generaliza que las AOB dominan en sistemas donde hay
grandes entradas de amonio como los suelos agricolas fertilizados. Mientras que, las AOA
suelen estar mejor adaptadas a suelos con concentraciones relativamente bajas de amonio
como suelos forestales, ya que tienen una mayor afinidad a éste (Norton y Ouyang, 2019).
También el nitrito puede funcionar como agente limitante de la nitrificacion. La acumulacion
de nitrito lleva por lo regular a la activacion de una ruta de desnitrificacién parcial que genera
N2O (Norton y Ouyang, 2019). En estos casos se ha determinado que arqueas como
Candidatus Nitrosocosmicus franklandus o Candidatus Nitrosotalea devanaterra sélo son
tolerantes hasta 50 mM de nitrito (Lehtovirta-Morley et al., 2011, 2016). Sin embargo, cabe
recalcar que las adaptaciones a las concentraciones de amonio y nitrito son especie-
dependiente.

La salinizacion de los suelos es otra caracteristica por considerar, sobre todo porque en
los ultimos afos se ha convertido en un problema en los suelos agricolas. Diversos estudios
han identificado la influencia de la salinidad sobre las comunidades microbianas, pudiendo
inclusive tener un efecto mas catastrofico que los metales pesados (Sardinha et al., 2003).
Estudios han observado que algunas sales como el cloruro de amonio en altas
concentraciones pueden inhibir hasta el 90% de la nitrificacién, sobre todo por los cambios
de pH vy las presiones osmoéticas (Darrah et al., 1987). Ademas, se ha observado un efecto
negativo de la salinizacion sobre la comunidad nitrificante y su actividad, sin importar la
presencia de tratamientos enmendadores (Omar y Ismail, 1999).

Ademas de lo anterior, el suelo es propenso a recibir contaminantes provenientes de
diversas fuentes incluyendo el agua de riego. Entre ellos destacan los metales con efectos
inhibitorios de la nitrificacion, inclusive en concentraciones cercanas a las normas
regulatorias (Dahlin et al., 1997). Aunque, cabe resaltar que el efecto de los metales
pesados sobre los organismos nitrificadores es dependiente de la concentracion y forma de
estos en el medio, ya que bajas concentraciones pueden solo disminuir la actividad
enzimatica, mientras que superando cierto umbral son completamente inhibitorias (Yan et
al.,, 2013). Se ha observado que metales pesados como el Pb, Cd y Zn en altas
concentraciones tienen efectos inhibitorios sobre la oxidacion de amonio, y mayormente
sobre la oxidacion de nitritos (Rother et al., 1982). Aunque se ha propuesto que metales
como el Fe, Mn y Zn en ciertas concentraciones pueden mejorar la actividad oxidadora de
amonio ya que son aceptores electronicos o cofactores enzimaticos, e inclusive
correlacionarse positivamente con la abundancia de Nitrosomonas y Nitrospira (Zhang et
al., 2021).

Otros contaminantes emergentes importantes son los farmacos que pueden provenir del
riego con agua residual y del uso de estiércol como fertilizante. De manera general, estos
compuestos modifican a la comunidad microbiana existente, o0 como en el caso de los
antimicrobianos, pueden generar mecanismos de resistencia. Se ha observado que algunos
antibiéticos a concentraciones minimas pueden llegar a inhibir por completo el proceso de
nitrificacdn como es el caso de la sulfadimetoxina o la tetraciclina (Brown et al., 2019). En
contraste, otros farmacos como ivermectina, difloxacino o cloranfenicol en dosis
terapéuticas inclusive pueden incrementar la actividad nitrificante de los suelos (DeVries y
Zhang, 2016). Dicho efecto podria deberse a un cambio en la comunidad microbiana
oxidadora de amonio, aumentando la proporcion de AOA sobre AOB (Campos et al., 2001).

El medio abidtico tiene una gran influencia sobre la comunidad nitrificadora, ya que se
ha observado que determina desde la estructura de la comunidad hasta la tasa de
transformacion de sus sustratos (Zhang y Shen, 2019). Esta correlacién puede ser
aprovechada como herramienta de monitoreo ambiental, sobre todo conociendo los efectos
especificos de cada parametro sobre los microorganismos nitrificadores. Sin embargo,
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estos indicadores son indirectos y deben tratarse con cautela ya que hay otros factores
compensatorios, como las interacciones con otros organismos, la redundancia funcional o
cambios celulares que generan resultados que pueden interpretarse de manera errénea. A
pesar de ello, el uso de indicadores microbianos como biodiversidad microbiana o la
deteccién de microorganismos con funciones clave en el sistema mediante herramientas
moleculares es una buena opcion para el estudio del funcionamiento del suelo (Alkorta et
al., 2003; Schloter et al., 2018).

Cabe recalcar que también agentes biolégicos como otras bacterias, arqueas, hongos o
plantas influyen en la consolidacion de la comunidad oxidadora de amonio. Con relacion al
componente procarionte, esta afectacion puede ser por la competencia directa por el
aprovechamiento de las fuentes de C y N, sobre todo con organismos heterétrofos como
Pseudomonas. En el caso de las plantas, la competencia es en torno al amonio disponible,
ya que ésta es una de las formas de nitrégeno principales de aprovechamiento vegetal,
ademas del nitrato. Dependiendo de la especie de nitrégeno predilecta por las plantas
presentes, sera su relacién con la comunidad nitrificadora. En el caso de que la planta tenga
predileccién por el amonio, ésta puede secretar inhibidores para los microorganismos
oxidadores de amonio (Subbarao et al., 2013). Si la especie preferida es el nitrato, la planta
puede secretar moléculas de carbono al medio para estimular el proceso de formacién de
nitrato por medio de la nitrificacién (Phillips et al., 2011). Ademas, cabe recalcar que
organismos asociados a plantas como hongos micorrizicos también compiten de forma
plena por el amonio (Veresoglou et al., 2011), o generan formas inorganicas aprovechables
para los microorganismos oxidadores de amonio, como se ha demostrado para algunas
AOA (Courty et al., 2010). Cabe mencionar que la coexistencia entre plantas vy
microorganismos ha llevado a la coevolucion de mecanismos de cooperacion y
competencia en la captacion de nutrientes, por lo que es necesario considerar el
componente vegetal para una aproximacion mas precisa de la dinamica microbiana del
suelo.

Los virus también podrian tener una influencia directa sobre los microorganismos
oxidadores de amonio, ya que en general son considerados como moduladores de la
comunidad microbiana (Wu y Liu, 2009). Se ha observado que AOB como Nitrospira
multiformis pueden tener integrados en su genoma profagos que pueden activarse ante
situaciones de estrés (Choi et al., 2010). Ademas, se ha detectado de forma indirecta que
AOA como Candidatus Nitrososphaera evergladensis tienen regiones CRISPR producto de
la cercana relacion con virus, en especial con el fago de Helicobacter phiHP33 (Zhalnina et
al., 2014). Finalmente, se ha observado que existe una correlacion entre la abundancia viral
y la de algunas AOB en sistemas controlados (Brown et al., 2019). En el caso del suelo, se
conoce que éste es un gran reservorio de particulas virales, sin embargo, el conocimiento
aun es somero sobre las repercusiones reales de éstos en el funcionamiento del suelo.

3.3 Efecto del riego con agua residual en el suelo
3.3.1 Reuso de agua residual con fines agricolas

Hoy en dia, el riego con agua residual es una practica ampliamente distribuida y existen
reportes de su uso en los cinco continentes; no obstante, tiene un especial valor en areas
urbanas o periurbanas y en regiones aridas y semiaridas. El agua residual suele ser de
origen urbano e industrial, y puede usarse de forma tratada o cruda. El uso de agua residual
tratada (por sus siglas en inglés, treated wastewater, TWW) es el estandar recomendado
por las diferentes agencias de salud y agricultura, aunque suele enfrentar obstaculos
economicos en relacion con la infraestructura necesaria para la captacion, tratamiento y
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distribucion (Duong y Saphores, 2015). Por lo anterior, el reuso del agua residual cruda
predomina por su costo y su facil accesibilidad sobre todo en paises con pocas posibilidades
de invertir en su tratamiento (Scott et al., 2004).

Con base en lo anterior, el poder destinar las aguas residuales para el riego, conlleva a
una estrategia de multiples beneficios. Una de las principales contribuciones es el aporte
hidrico para la agricultura, asi como para ayudar a disminuir la presién hidrica sobre otras
fuentes de agua dulce y su potencial explotacion, como el caso de pozos de agua
subterranea. También, esta practica ha ayudado a mitigar el impacto ambiental de los
drenajes urbanos, lo cuales son frecuentemente vertidos en cuerpos de agua superficiales
ocasionando su contaminacion. Con el reuso es posible redireccionar una descarga anual
de aproximadamente 400 billones de m® que pudiera contaminar mas de diez veces su
volumen de otros cuerpos de agua (Zhang y Shen, 2019). Ademas, otra ventaja importante
es el aumento en la productividad de los cultivos por la incorporacién de nutrientes (C, N,
P) v, por lo tanto, la disminucion en el uso de fertilizantes quimicos, o de forma indirecta, la
creacion y recarga de acuiferos (El Ayni et al., 2011; Martijn y Redwood, 2005).

Sin embargo, el reluso de esta agua también conlleva consecuencias negativas tanto
para el ambiente como para la salud humana. Se ha observado que el constante uso de
agua residual en el riego puede llevar a la acumulacion de contaminantes como metales
pesados, farmacos o microplasticos, asi como favorecer la diseminaciéon de organismos
patdgenos y resistencias a antibiéticos (Qadir et al., 2010; Zhang y Shen, 2019). Aunado a
lo anterior, también existen estudios que reportan cambios en las propiedades del suelo
como variaciones en su pH, almacén de C y N, salinizacion o cambios en su estructura
(Abegunrin et al., 2016; Rusan et al., 2007). Finalmente se ha observado que el uso
periodico de agua residual puede llevar a una sobrecarga de nutrientes como especies
reducidas de nitrdgeno (amonio), cuyo excedente no aprovechado por los cultivos tras su
asimilacién y transformacion en el suelo (oxidacion a nitrito/nitrato), puede contaminar
mantos acuiferos.

3.3.2 Efecto del agua residual sobre la comunidad microbiana del suelo

Los suelos son sistemas complejos, repositorios de una amplia diversidad bidtica que
incluye hongos, bacterias, arqueas, protistas y animales. Las comunidades microbianas en
particular tienen un nucleo de especies definido que es esencial para el mantenimiento de
la estabilidad funcional, y que a su vez se ve soportado por su redundancia funcional (Jiao
et al., 2022). Sin embargo, las comunidades microbianas también presentan una capacidad
funcional variable que puede responder a cambios en el sistema (Jia y Whalen, 2020).

Estas comunidades son definidas por sus interacciones con el medio abiético y bidtico,
entre las que se incluyen factores como la estructura del suelo, las condiciones
fisicoquimicas, la humedad o el clima, o las relaciones ecoldgicas que se dan entre los
organismos coexistentes. Sin embargo, el constante uso de agua residual para la irrigacion
puede ocasionar cambios en la composicion y diversidad microbiana del suelo en el corto,
mediano y largo plazo. Esto ocurre fundamentalmente por los cambios en las propiedades
fisicoquimicas del suelo y al aporte de la microbiota propia del agua residual.

Uno de los riesgos latentes mas importantes es la introduccion de nuevos
microorganismos en el sistema, provenientes del agua de irrigacion. Esto podria traer
graves problemas, ya que, si el equilibrio que sostiene a la comunidad a través del tiempo
se ve comprometido por fendmenos de competencia, podria tener graves consecuencias
ecoldgicas por la sustitucion de la microbiota nativa (Becerra-Castro et al., 2015). Sin
embargo, la mayoria de las veces no existe un recambio profundo en la microbiota,
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probablemente por la adaptacion generada por los organismos y la capacidad
amortiguadora del suelo (Li et al., 2019; Luneberg et al., 2018). En particular se observo
que la diversidad es un determinante importante en el amortiguamiento de entrada de
microorganismos exogenos. Suelos con una baja diversidad son mas sensibles a la adicion
y establecimiento de microorganismos provenientes de aguas residuales (Della-Negra et
al., 2024).

No obstante, se ha observado que el uso constante de agua residual puede ocasionar
cambios en la microbiota de los suelos irrigados, principalmente por las variaciones en su
ambiente fisicoquimico. Entre estos cambios se encuentra el incremento de grupos
especificos. Por ejemplo, un estudio demostré que la irrigacién continua en cortos periodos
de tiempo (150 dias) puede incrementar bacterias relacionadas a los géneros Acinetobacter,
Legionella y Pseudomonas, asi como la deteccion de Mycobacterium, Nocardia y
Clostridium que han sido identificados como potenciales patégenos humanos (Ibekwe et al.,
2018). En periodos de tiempo mas largos (alrededor de 100 anos) se incrementa la
abundancia de bacterias con potencial patogénico relacionadas con el taxén
Gammaproteobacteria (Broszat et al., 2014). Aunado a ello, Liineberg et al. (2018) reportd
cémo la calidad del agua de riego influye de manera directa en la estructura y el perfil
funcional de la comunidad bacteriana; siendo la humedad del suelo, el contenido de sodio
y el pH los principales determinantes del cambio en la comunidad. En relacion con los
perfiles funcionales, algunos autores no han llegado a observar cambios en suelos regados
por 40 afos con aguas residuales (Li et al., 2019), aunque otras investigaciones han
encontrado un incremento significativo en el numero de bacterias nitrificadoras en suelos
irrigados con agua residual, mientras que, las bacterias desnitrificadoras han disminuido su
abundancia (Ibekwe et al., 2018; Xu et al., 2012).

Otro factor que tomar en cuenta es la introduccién de contaminantes como metales o
farmacos. En el caso de los farmacos, los mas estudiados en las aguas residuales son los
antibioticos. De forma general se ha llegado a observar que la irrigacién con agua residual
incrementa la abundancia de genes de resistencia a antibidticos, y por ende de
microorganismos resistentes a antibioticos (Slobodiuk et al., 2021). Esto puede provocar
cambios en la estructura de la comunidad y su perfil genético. Por otro lado, se ha sugerido
que el tratamiento de las aguas residuales podria atenuar dicho efecto, hasta el punto de
no incrementar de forma significante las resistencias a antibiéticos (Gatica y Cytryn, 2013).
De igual manera se ha observado una correlacién entre la introducciéon de metales pesados
desde el agua residual, con la composicién y diversidad microbiana de suelos irrigados (X.
Xu et al., 2020). Por lo anterior, es necesario llevar a cabo monitoreos para conocer el
impacto de esta practica y conocer su probable influencia en la microbiota del suelo.

3.3.3 Ciclaje de nitrogeno en suelos regados con agua residual

Los cambios en los perfiles funcionales de la comunidad microbiana suelen ser una
respuesta al ambiente en el que coexisten (Mansfeldt et al., 2020). De forma especifica se
ha observado que los cambios en la estructura y diversidad de microorganismos se puede
correlacionar con cambios en las propiedades edaficas de los suelos irrigados con agua
residual. Para la nitrificacion se ha visto que en el corto plazo el uso de agua residual podria
no tener un efecto significativo (Liu et al., 2019). Sin embargo, en el largo plazo, cuando el
agua residual haya cambiado las propiedades fisicoquimicas del suelo su potencial genético
y funcional se aumenta por el incremento en la entrada de amonio y materia organica (Ndour
et al., 2008). En el caso de la desnitrificaciéon se ha visto que la introduccién de
contaminantes, y cambios en el pH y las entradas de C y N tienen un efecto directo sobre
su funcionamiento, reflejado en su potencial genético (Guo et al., 2013).
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El uso de agua residual para la irrigacion de parcelas tiende a alterar la concentracién
de nutrientes propios del suelo, siendo el C y el N aquellos que sufren cambios de mayor
magnitud (Friedel et al., 2000; Tsigoida y Argyrokastritis, 2019). Dichas fluctuaciones en la
concentracion y diversidad de especies de nitrégeno traen consigo cambios en los perfiles
metabdlicos asociados a ciclajes biogeoquimicos (Leal et al., 2010). En general, se ha
observado que la irrigacién con agua residual aumenta el potencial nitrificador de suelos
agricolas, y privilegia el establecimiento de grupos relacionados a Nitrosomonas, que junto
a Nitrosospira son los grupos mayoritarios en suelos (Oved et al., 2001). A la par, la
acumulacion de nitratos provenientes de la oxidacién de amonio, o su entrada directa con
el agua de riego también puede incrementar el potencial desnitrificador. Ademas de inducir
cambios en la comunidad que lleva a cabo dicho proceso (Wafula et al., 2015). Por lo
anterior es necesario comprender el tipo de variacidn que pueden sufrir organismos
relacionados con el ciclaje biogeoquimico por efectos directos e indirectos del reuso del
agua residual.

El ciclo del N ha sido alterado por la actividad humana, por ejemplo, el ocasionado por
el riego con agua residual, donde uno de los grandes problemas es la alteracion por la
entrada de nitrégeno al ecosistema. En un esquema general, el agua residual es rica en
compuestos nitrogenados dependientes de su origen, siendo el amonio (NH4*) la forma mas
abundante de N en aguas residuales de origen municipal (Sengupta et al., 2015). Durante
el riego, una parte del amonio es asimilada directamente por las plantas, mientras que otra
parte es oxidada a nitrito (NO2) y posteriormente a nitrato (NO3) en las capas mas
superficiales del suelo, donde la concentracion de oxigeno es mayor (Fig. 3). Dicho proceso
suele estar gobernado por organismos nitrificadores (Li et al., 2020). Del nitrato generado,
una proporcion es aprovechada por los organismos presentes, mientras que, los
excedentes percolan hacia capas mas profundas del suelo. También se ha observado que
parte del nitrato puede perderse en forma de gas, principalmente como NOx o N2 por la
accién de organismos desnitrificadores (Gonzalez-Méndez et al., 2015; Hernandez-
Martinez et al., 2018). Adicionalmente, se ha sugerido que otros procesos como la oxidacién
anaerobia de amonio (anammox) podria ser parte de los procesos removedores de nitrato
del sistema, sobre todo en la zona vadosa o en suelos inundados con ausencia de oxigeno
(Aguilar-Rangel et al., 2020; Nie et al., 2019).
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Figura 3 Modelo del ciclaje de nitrégeno en suelo irrigados con agua residual. Basado
en Hernandez-Martinez et al., (2018).

3.4 El uso de herramientas moleculares para el monitoreo del suelo.

Los indices biolégicos son de las variables mas importantes en la evaluacion de la
calidad del suelo. De forma clasica los mas estudiados estan basados en la participacion
microbioldgica en el sistema, como la biomasa microbiana, respiracion del suelo y las
actividades enzimaticas (Paz-Ferreiro y Fu, 2016). Sin embargo, la informacion
microbiolégica que aportaba dichas pruebas era insuficiente, por sus limitaciones en la
identificacion de los microorganismos asociados o los mecanismos moleculares
involucrados en dichos procesos. Por lo que, fue necesario llevar a cabo diferentes estudios
que describieran la biologia del sitio de una manera mas especifica.

Los estudios tradicionales de las comunidades microbianas han permitido conocer el
funcionamiento de diferentes sistemas entre los que se encuentra el suelo. Dentro de estos
se encuentran analisis dependientes de cultivo como el cultivo, o a la microscopia, tinciones
0 pruebas bioquimicas como los analisis de actividad mediante la actividad enzimatica.
Estas técnicas presentan ventajas en cuanto a la identificacion de los microorganismos por
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su alta resolucion en los analisis, y por ello muchas de estas pruebas aun son
imprescindibles para la descripcion y propuesta de nuevos taxones (Demko et al., 2021).
En la actualidad dichas técnicas actualmente aun representan una gran opcion en la
caracterizacion de los suelos, o inclusive en el estudio de comunidades microbianas
especificas. Sin embargo, estos métodos llegan a presentar algunas limitaciones o sesgos
por su limitada cobertura y su enorme esfuerzo de trabajo que podrian influir en la
caracterizacion microbiana del suelo.

Los nuevos avances tecnolégicos en el area de biologia molecular, principalmente
basados en los acidos nucleicos han aprovechado las deficiencias en las técnicas
dependientes de cultivo y se han acoplado a los estudios de ecologia microbiana (Ranjard
et al., 2000). La inclusién de técnicas como la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés), y la secuenciacibn masiva, aunado al mejoramiento en las
extracciones de DNA total de muestras ambientales, ha permitido en primera instancia el
descubrimiento de nuevos grupos microbianos, genes y rutas metabdlicas, datos
cuantitativos, asi como la exploracion de sistemas remotos o inaccesibles entre otras.

Dicha revolucion ha sido aprovechada para el monitoreo del componente microbiano del
suelo, principalmente en cuanto a su composicion y abundancia, ya que ambas son
determinantes para evaluar la calidad del suelo. Las principales herramientas moleculares
usadas para el monitoreo del suelo incluyen la extraccion de los acidos nucleicos, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion.

La extraccion de los acidos nucleicos es considerada un paso crucial para diversos
métodos de la ecologia molecular del suelo (Changey et al., 2021). Tanto el DNA como el
RNA son moléculas informativas presentes en todas las células, sin embargo, los métodos
clasicos de extraccion de acidos nucleicos fueron establecidos para muestras de cultivos
microbianos. Por lo que fue necesario desarrollar nuevos métodos para el suelo, ya que al
ser una matriz compleja puede contener moléculas como las sustancias humicas o iones
que podrian interferir en la medicion o deteccion del DNA (Lakay et al., 2007). Dichos
métodos garantizan la extraccion de DNA y RNA total de muestras ambientales con una
calidad adecuada para su posterior analisis.

La PCR (por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) es una técnica
ampliamente utilizada en diversos campos de la ecologia microbiana y a su vez ha sido
adaptada a los analisis microbioldgicos del suelo. Esta técnica en su variante de punto final
involucra la amplificacion del numero de copias de un fragmento especifico de DNA, que ha
sido aprovechado para obtener fragmentos especificos correspondientes a marcadores
filogenéticos como el gen del 16S rRNA y que son posteriormente secuenciados.

Ademas de la PCR de punto final, existe una variante (qQPCR) que puede ser acoplada
para la cuantificacion de objetivos especificos, particularmente de genes funcionales (Fierer
et al., 2005). Asi, la gPCR (del inglés quantitative PCR), es una técnica en la que se puede
determinar el numero de copias genéticas de una muestra ambiental. Esta variante se ha
usado ampliamente en estudios microbioldgicos, ya que permite la cuantificacion de genes
o transcritos presentes en una muestra muchas veces de origen ambiental o médico, sin
necesidad de preservar las células (Kim et al., 2013). Esta gPCR puede dividirse en dos
tipos con base en el método de detecciéon que usa: SYBR Green o TagMan. La primera
detecta productos de PCR y cuantifica su acumulacién conforme a los ciclos determinados,
mientras que, la segunda usa sondas especificas para el gen a cuantificar, y con base en
ello detecta y cuantifica su acumulaciéon. Esta aproximacion ha permitido extrapolar las
cuantificaciones absolutas de genes especificos a la actividad especifica del gen,
informando sobre todo su respuesta a estimulos externos (Postollec et al., 2011).
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La secuenciaciéon es un método para determinar la secuencia nucleotidica de los acidos
nucleicos. Diversas técnicas de secuenciacion se han desarrollado a partir del método de
Sanger que permite la determinacion de fragmentos en singular a partir de métodos como
el de terminacién de cadena y separacion por electroforesis, hasta llegar a las técnicas de
alto rendimiento que permiten la secuenciacion masiva de diversos fragmentos, al mismo
tiempo en plataformas de secuenciacion con microchips mas sofisticados (Mignardi y
Nilsson, 2014).

Dentro de las tecnologias de secuenciacion masiva de nueva generacion (por sus siglas
en inglés NGS, next-generation sequencing), la plataforma lllumina se destaca por su
amplia distribucion en estudios microbianos. Su universalidad en relaciéon con el numero de
hebras de DNA a analizar y su relacion de costo y beneficio la han vuelto una de las mas
empleadas en estudios de diversidad microbiana (Caporaso et al., 2012; Wen et al., 2017).
Este sistema utiliza la tecnologia NGS de secuenciacién por sintesis, un método basado en
un terminador reversible, que lleva a cabo la extensién por base (sencilla) y la adicion
competitiva de nucleétidos (Modi et al., 2021). A su vez, esta tecnologia puede dividirse en
varios sistemas dependiendo del secuenciador utilizado, siendo MiSeq y HiSeq de los mas
usados, aunque recientemente se afadié NovaSeq, diferenciandose entre si por cantidad
de secuencias obtenidas (Caporaso et al., 2012; Modi et al., 2021). La tecnologia MiSeq es
de las mas ampliamente usadas y genera hasta 15 Gb, traducidas en 25 millones de
secuencias sencillas con una longitud maxima de 2 x 300 pb.

Estas tecnologias se han aprovechado para la secuenciacion de amplicones
provenientes de DNA total, o inclusive se han adaptado para poder secuenciar
metagenomas. La secuenciacion de amplicones mediante NGS es probablemente de las
aplicaciones mas usadas y mejor establecidas, sobre todo en la exploracién de la diversidad
microbiana (Hugerth y Andersson, 2017). Uno de los ejemplos clave en el uso de esta
metodologia es la secuenciacion del gen que codifica para la subunidad 16S del RNA
ribosomal (rRNA) (Poretsky et al., 2014). Dicho gen fue desarrollado como marcador
molecular para la identificacion taxondmica, ya que es ubicuo, conservado, pero con
variaciones entre especies y sobre todo brinda una alta reproducibilidad metodolégica
(Amiteye, 2021). Esto se ha reflejado en proyectos de indole mundial como el Earth
Microbiome Project, que buscé homologar los estudios de diversidad microbiana y generar
un catalogo de ésta a través de las secuencias del gen 16S rRNA (Gilbert et al., 2014). Sin
embargo, la secuenciacion de amplicones también se puede ocupar en otros genes.
Principalmente, se ha aplicado en genes que codifican para proteinas con alguna funcion
especifica, aqui llamados genes funcionales. Esto ha ayudado a descifrar el potencial
funcional microbiano de diversos sistemas, asi como a descubrir la diversidad genética de
los genes involucrados en los procesos estudiados. Finalmente, también puede
desembocar en aplicaciones biotecnoldgicas a partir del esclarecimiento de la comunidad
y su perfil funcional (Cholet et al., 2022).

De igual forma, las tecnologias de NGS se han adaptado para analizar el conjunto
gendmico completo de alguna muestra ambiental. La secuenciacion de metagenomas ha
cobrado importancia en los ultimos afios debido al mejoramiento en la capacidad de los
secuenciadores y el acceso a este tipo de servicios, asi como al poder de computo
necesario para llevar a cabo sus analisis (Tas et al., 2021). Comunmente los analisis de los
metagenomas suelen estar enfocados en 2 vertientes: la estructural y la funcional. El
enfoque estructural estudia la estructura de la comunidad microbiana (diversidad y
abundancia), sobre todo de aquellos organismos no cultivables. Con base en ello se pueden
establecer redes ecolégicas o entender el efecto de factores externos sobre una comunidad
especifica. Por otro lado, el enfoque funcional se usa para la identificacién de genes
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involucrados en procesos especificos, y que representan la respuesta funcional de la
comunidad ante el ambiente (Alves et al., 2018). Ambos enfoques han permitido el
descubrimiento de nuevos microorganismos a partir de la consolidacion de genomas
ensamblados a partir de metagenomas (MAGs), o inclusive de nuevas rutas metabdlicas
(Alteio et al., 2020). Sin embargo, el estudio de los metagenomas aun tiene problemas a
diferentes niveles, como los metodologicos con relacién a la calidad del DNA (DNA
fragmentado) y la calidad de la secuenciacion, o los de analisis, ya que gran parte de los
genes encontrados corresponden a secuencias cuya funciéon aun es desconocida o con
alguna propuesta putativa (Cowan et al., 2005).

En general, los avances logrados con la incorporacién de dichas técnicas han permitido
simplificar el proceso de obtencién de datos, pero sobre todo han llevado al descubrimiento
de nuevos taxones y metabolismos que podrian tener una gran influencia sobre los
procesos del suelo.

3.5 Valle del Mezquital y su relacion con el agua residual

El Valle del Mezquital es una region semiarida de amplio aprovechamiento agricola que
se ha beneficiado de las descargas de aguas residuales provenientes de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México por mas de un siglo. Esto debido a que mas del 70 %
de las aguas residuales generadas por los habitantes de la cuenca de México desembocan
en esta area (Lesser et al., 2018). Este aprovechamiento aunado a su localizacion, han
llevado a los distritos de riego del Valle del Mezquital a ser la zona mas amplia regada con
agua residual del mundo, abarcando alrededor de 90,000 ha (Vazquez-Salvador et al.,
2020).

Dichas caracteristicas han hecho del Valle del Mezquital un lugar éptimo para el estudio
de la influencia del agua residual sobre el suelo agricola, y otros factores correlacionados.
Los estudios pioneros se llevaron a cabo para estudiar las propiedades del agua y sus
potenciales efectos sobre los suelos nativos, los cuales indicaron los riesgos potenciales
por la alta cantidad de solidos disueltos, metales, surfactantes o microorganismos con
potencial patégeno (Urroz, 1977). Posteriormente, otros estudios confirmaron la presencia
de otros contaminantes como compuestos organicos volatiles como fenol o tolueno, o
metales. Ademas de una amplia variedad de farmacos entre los que se destacan
antibioticos, hormonas, analgésicos entre otros (Lesser et al., 2018). De igual manera se
establecioé un vinculo entre el uso del agua residual por parte de la comunidad y la presencia
de enfermedades entéricas como la diarrea (Contreras et al., 2017).

Aunque bajo otra perspectiva se ha establecido que el agua residual es rica en
compuestos ricos en nitrégeno, fosforo, potasio, cobre, hierro y zinc. Estos compuestos en
conjunto pueden actuar como nutrientes ayudando a reducir la necesidad de fertilizantes
(Pérez Diaz et al., 2018). Esto ha llevado a un incremento significante en la fertilidad de
algunos suelos de la region, significando mayores rendimientos (Ponce-Lira et al., 2020).
Lo anterior ha derivado en un constante desarrollo econémico en las regiones irrigadas con
agua residual, en comparacién con aquellas que se mantienen con manejos de temporal
(Duran-Alvarez et al., 2021).

Otra perspectiva en los analisis en la region esta enfocada en el efecto directo del uso
del agua residual sobre los suelos. Primeramente, algunos estudios sostienen que el uso
del agua residual ha llevado a un mejoramiento en la estructura del suelo, y que podria
funcionar como un filtro natural para los microorganismos patégenos y otras sustancias
contaminantes como detergentes provenientes de los efluentes (Naranjo Pérez de Ledn y
Biswas, 1997). Ademas de aportar al almacén de carbono, ya que la acumulacion de afios
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bajo este manejo incrementa el contenido de carbono organico total y el disuelto (Siebe y
Fischer, 1996). Sin embargo, la gran mayoria de los estudios se han enfocado en identificar
las posibles consecuencias del uso de agua residual sobre sus suelos agricolas.

Con el tiempo, el riego con agua residual ha llevado a la acumulacién de una gran
variedad de contaminantes en los suelos agricolas del Valle del Mezquital. Uno de los mas
importantes es la acumulacion de metales pesados como el cobre, plomo, zinc entre otros
en los suelos irrigados (Cajuste et al., 1991). Aunado a ello, algunos autores han encontrado
que algunos metales pesados terminan siendo absorbidos por el tejido vegetal de los
cultivos propios de la zona como la alfalfa o el maiz, superando los limites permisibles por
las normas locales (Mireles et al., 2004). Asimismo, en las ultimas décadas se ha destacado
la acumulacion de farmacos en el suelo, especificamente de antimicrobianos. Diversos
estudios han reportado la acumulacién de antibidticos como ciprofloxacino o sulfametoxazol,
asi como de genes de resistencia asociados a éstos (Dalkmann et al., 2012). Dicho
incremento en la abundancia de los genes de resistencia a antimicrobianos, en conjunto
con el aumento de patdgenos potenciales en los suelos agricolas representan una fuente
de riesgo a la salud de los habitantes de la zona (Broszat et al., 2014).

Con relacién a lo anterior, se ha observado que el uso de agua residual en el Valle del
Mezquital no solo ha impactado el suelo, sino también cuerpos de agua subterranea. En
general, gran parte de los contaminantes se acumulan en los suelos irrigados, aunque se
ha llegado a detectar la presencia de farmacos como la carbamazepina o el sulfametoxazol
en pozos de uso doméstico (Lesser et al.,, 2018). De igual forma se ha detectado una
acumulacion de nitratos producto de la oxidacion del amonio proveniente de las aguas
residuales (Hernandez-Martinez et al., 2018). Esta contaminacion por nitratos puede llegar
a derivar en enfermedades como la metahemoglobinemia, resultando en un riesgo indirecto
del uso del agua residual para el riego (Li et al., 2021).
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4 Justificacion

La escasez de agua y la demanda de este recurso a futuro han llevado al establecimiento
de estrategias como el uso de agua reciclada para el riego agricola. Se prevé que el relso
del agua residual en zonas agricolas sera cada vez mas comun en zonas aridas y
semiaridas. Asi, diversos estudios se han centrado en determinar el impacto de esta
practica en la salud humana o ambiental, o por descargas en otros sistemas acuaticos
(Cifuentes et al., 2000; Downs et al., 1999; Siebe y Cifuentes, 1995). Sin embargo, los
analisis de las consecuencias del uso del agua residual a largo plazo son pocos, en especial
los enfocados a comunidades microbianas que realizan procesos clave en los ciclos de los
nutrientes como el N y P. Uno de los nutrientes mas importantes en el suelo es el nitrogeno
(N), el cual puede ser introducido al suelo en forma de fertilizante o como parte de los
nutrientes en el agua de riego con agua reclamada, donde promueve los procesos de
nitrificacion. En especifico, se ha observado que la aplicacion constante de agua residual a
suelos agricolas incrementa la abundancia de las comunidades oxidadoras de amonio del
suelo; sin embargo, poco se sabe de los cambios en la diversidad y abundancia de estas
comunidades en el largo plazo.

Ademas, los estudios sobre el efecto de la irrigacion en distritos de riego en México en
las comunidades microbianas son escasos, y se desconoce el efecto que tendra el cambio
del uso del agua residual a tratada en la irrigacion de suelos agricolas en las comunidades
microbianas del suelo, sobre todo en las relacionadas al ciclo del nitrégeno, como las
oxidadoras de amonio. Los suelos del Valle de Mezquital son ejemplo de una zona agricola
con una larga historia de riego con agua residual que llega a casi 100 afos bajo esta
practica, donde la constante adicion de nutrientes ha impulsado los procesos de nitrificacion.
A la fecha se ha observado cémo el riego en campo incrementa la actividad nitrificante
(Hernandez-Martinez et al., 2018), y cdmo los suelos regados por casi 100 afios con agua
residual tienen un mayor potencial de nitrificacion que suelos de la zona regados con agua
de pozo (Lineberg et al., 2018). Sin embargo, poco se sabe de la diversidad y abundancia
de las bacterias nitrificantes en estos suelos, sus cambios derivados del riego a largo plazo
y sus posibles cambios por el empleo de agua tratada.

A la fecha, existen varios estudios que describen metodologias para determinar la
actividad nitrificante del suelo, sin embargo, con el avance tecnoldgico se ha replanteado el
panorama para su analisis. La inclusion de las técnicas moleculares para la cuantificacion
de genes y estudios metagendmicos asociados a procesos biogeoquimicos y como
analogos, podria atraer ventajas como la propia identificacién de los microorganismos
responsables.

Para llenar este hueco de informacion en el conocimiento, el presente estudio plantea
estudiar a los microorganismos oxidadores de amonio en suelos del Valle del Mezquital,
desde una perspectiva de cambio de uso de suelo con base en el tiempo que han sido
regados con agua residual. Para ello se empleara una cronosecuencia de riego con agua
residual (0, 25, 50 y 100 afos) y se estudiaran los cambios en la diversidad y abundancia
de la comunidad nitrificadora mediante el uso de marcadores filogenéticos. Asimismo, se
empleara una estrategia metagendmica para conocer de forma mas amplia este potencial
genético.
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5 Hipbétesis

Para el presente proyecto, se presentan tres hipétesis de trabajo:

1.

Conforme se incrementen los afos bajo riego con agua residual en un suelo, la
diversidad de oxidadores de amonio (bacterias y arqueas) decrecera, pero su
abundancia relativa y potencial genético (como cuentas del gen amoA)
aumentara.

El uso de herramientas metagendémicas permitira la identificacion de grupos
oxidadores de amonio que no fueron detectados mediante la secuenciacion de
amplicones de los genes amoA y 16S rRNA. Ademas, permitira una mayor
profundidad en la definicion taxondmica de los grupos oxidadores de amonio.

El riego continuo con agua de la planta de tratamiento de Atotonilco (PTAR-A) en
suelos con 100 afios de riego involucrard una disminucion en el aporte de
carbono y nitrégeno al sistema, afectando la estructura y abundancia de las
comunidades microbianas involucradas en la oxidacion de amonio.

25



6 Objetivos

6.1

General

Determinar el efecto que ha tenido el riego con agua residual sobre la abundancia y
diversidad de las comunidades oxidadoras de amonio de los suelos agricolas del Valle del
Mezquital a largo plazo, y sus posibles modificaciones ante el cambio de la calidad del agua
usada para el riego.

6.2 Especificos

Identificar suelos agricolas irrigados con aguas residuales por diferentes periodos
de tiempo (25, 50 y 100 afios), asi como un sitio de temporal (0 afios) que no
haya sido irrigado previamente, para determinar de forma gradual los cambios en
las comunidades oxidadoras de amonio producto del uso de agua residual en los
suelos agricolas.

Determinar los cambios en la diversidad, estructura y composicion de la
comunidad oxidadora de amonio de suelos agricolas producto del tiempo que
han sido irrigados con agua residual.

Identificar los cambios en la composicidon y abundancia de los organismos
involucrados en el ciclaje de nitrdgeno en la cronosecuencia usando
herramientas metagendmicas.

Evaluar los cambios en la estructura y composicion de la comunidad oxidadora
de amonio de suelos irrigados por 100 afios con agua residual después de
cambiar la calidad de agua de riego por agua de la planta de tratamiento
Atotonilco.
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7 Antecedentes

El Valle del Mezquital es una extensa zona semi-arida que abarca alrededor de
90,000 ha localizada al norte de la Ciudad de México. Dicha region ha recibido las
descargas de agua residual (60 m?/s) provenientes de la Zona Metropolitana del Valle de
México por mas de 100 afos a la fecha, por lo cual se considera uno de los casos de reldso
de agua residual urbana mas antiguos (Jiménez y Chavez, 2002). Su sistema de
distribucién y almacenaje se basa en 9 presas y 850 km de canales abiertos que abarcan
toda la regién (Lesser et al., 2018). La gran mayoria de esta agua (alrededor del 70%) no
ha recibido ningun tratamiento o solo tratamientos primarios, ya sea mediante
sedimentacion en presas o mediante transporte (Jiménez et al., 2001).

Sin embargo, a finales de la década pasada entré en funcionamiento una planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) en la regién. Dicha planta tiene capacidad nominal
de 35 m¥/s, con una maxima capacidad de hasta 50 m®/s (Garcia-Sanchez y Guiereca, 2019).
El objetivo de dicha planta es el de tratar alrededor del 60 % de los flujos provenientes del
emisor oriente de la Ciudad de México para usarla después en el riego agricola. Asi, la
finalidad de la PTAR es remover sdlidos y patdégenos, pero conservar los nutrientes
disueltos mediante dos tipos de tratamientos: i) coagulacion, floculacién y sedimentacion, y
ii) tratamiento bioldgico mediante lodos activados, ambos seguidos por una etapa de
desinfeccion mediante cloracién (Rodriguez-Varela et al., 2021).

El uso de esta agua residual estda ampliamente distribuido y ha permitido el
establecimiento agricola en la zona, ya que ademas de resolver el estrés hidrico, el agua
es rica en materia organica y formas reducidas de N funcionando como fertilizante. Los
principales cultivos corresponden a forrajes como la alfalfa y maiz, aunque de igual forma
se producen frijoles, tomates, cebollas o chiles, entre otros (Lesser et al., 2018). Sin
embargo, el uso continuo de esta agua conlleva riesgos ambientales y para la salud humana
de forma directa e indirecta. Se ha reportado que el uso continuo ha llevado a la salinizacion
del suelo (Ramirez-Fuentes et al., 2002), asi como a la acumulaciéon de contaminantes
como metales y farmacos (Carrillo et al., 2016; Siebe, 1995). Estos efectos pueden
representar una amenaza a la salud humana en el mediano y largo plazo. Ademas, el
contacto directo del agua residual con los agricultores y la comunidad en general ha
acarreado problemas gastrointestinales como diarreas por el contacto directo con
patdgenos entéricos (Contreras et al., 2017). Sin embargo, el efecto que tiene sobre otros
componentes del suelo como la microbiota aun es ampliamente desconocido, aunque
estudios ya comienzan a dar respuesta a estas preguntas.

Estudios previos describieron la correlacion existente entre la calidad de agua usada
para el riego y la comunidad microbiana que habita el suelo. En primer lugar, se sabe gran
parte de la carga microbiana proveniente del agua residual es filtrada por el suelo, ya que
ésta no tiende a infilirarse en mantos acuiferos subterraneos (Chavez et al., 2011).
Posteriormente, se observd que el uso de agua residual para el riego puede incrementar
hasta casi 27% la abundancia relativa de Proteobacteria, incluyendo patégenos potenciales
como Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp. y Acinetobacter spp. (Broszat et al.,
2014). De forma mas amplia, igualmente se descubrié que el tipo de agua usada para el
riego tiene un efecto significante sobre la estructura de la comunidad bacteriana y fungica
(Lineberg et al., 2018, 2019), asociados a cambios fisicoquimicos del suelo. En estos
estudios se analizo6 el efecto de irrigar los suelos mediante agua de lluvia (temporal), con
agua de pozo o con agua residual, sobre la composicion, diversidad y funcionalidad
microbiana.
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Dentro de los cambios en el perfil funcional, probablemente los mas estudiados en la
zona corresponden a resistencias a antimicrobianos. En ellos se observa un incremento en
la abundancia de genes sul1 (resistencia a sulfonamidas) en hasta dos o6rdenes de
magnitud en suelos irrigados por 100 afios en comparacion con aquellos de temporal
(Dalkmann et al., 2012). Mientras que, en un estudio mas reciente se observo un incremento
en los genes intl1 (asociado a genes que confieren resistencia a antibioticos, desinfectantes
y metales pesados), qacE (resistencia a desinfectantes), aadA (resistencia a estreptomicina
y espectinomicina), korB (asociado a plasmidos propios de sistemas alterados) y tetW (gen
de resistencia a tetraciclinas) en suelos irrigados por 100 afios con agua residual (Jechalke
et al., 2015). Dichos cambios en el perfil funcional en relacion con la resistencia contra
antimicrobianos se han correlacionado con la acumulacion de farmacos como el
ciprofloxacino, sulfametoxazol y la carbamazepina, entre otros productos de la irrigacion
con agua residual (Dalkmann et al., 2012).

Por otro lado, también fueron propuestos cambios en el perfil funcional relacionados con
el ciclaje biogeoquimico del suelo. Una prediccién que toma como base secuencias del gen
16S rRNA sugiere un ligero decremento en procesos de descomposicién de la lignina y
quitina, sin embargo, la mayor diferencia recayé sobre el ciclaje de nitrégeno. En particular
se predijo un incremento en la nitrificacidon en suelos irrigados con agua residual en
comparacion con los suelos nativos o de temporal (Llneberg et al., 2018). Lo anterior, se
ve relacionado con la constante entrada de nitrogeno, en formas reducidas (amonio) y
organicas provenientes del agua de riego.

Anteriormente, se habia sugerido la nitrificacion como un proceso microbiano importante
sobre todo en los eventos de riego. En ellos se describié que la irrigacion con agua residual
aportar entre 500 — 700 kg/ha de N en un ciclo anual, siendo 40 % la fraccion organica y un
60 % en forma de amonio. En un evento de riego el aporte individual de las especies de N
se ha calculado entre 26 — 30 mg/L de N-NH4* y 20 — 27 mg/L de N organico. Estas cargas
de N son rapidamente transformadas a nitrato en los primeros centimetros del suelo, esto
se debe a la entrada constante de amonio en un sistema aerobio propicio para la oxidacion
biologica de este (Shen et al., 2014). Posteriormente, el nitrato generado percola a través
del suelo hacia la zona saturada (Hernandez-Martinez et al., 2018).

Actualmente, pocos estudios se han enfocado en estudiar el efecto del agua residual
sobre el perfil funcional involucrado en el ciclaje biogeoquimico. Particularmente, se ha
estudiado el efecto que puede llegar a presentar en suelos irrigados con agua reclamada,
sin embargo, al variar el contenido de amonio se espera un resultado diferente con base al
tratamiento que sufrid esta clase de agua (Li et al., 2019). A la fecha, poco se sabe del
efecto del agua residual cruda sobre la comunidad oxidadora de amonio en cuanto a
estructura, abundancia de diferentes taxones y diversidad.

De igual forma, el efecto sobre la comunidad oxidadora de amonio que podria
desencadenar el uso de agua tratada en suelos regados con agua residual es aun escasa.
En particular, se propone que la introduccidon de una planta de tratamiento de aguas
residuales puede significar cambios en el corto y largo plazo sobre la comunidad microbiana.
Esto se debe a que esta cambiaria las propiedades del agua de riego, llevando a una
disminucion en la entrada de nutrientes al suelo o la carga microbiana, entre otros. Aunque
se espera que los cambios en las propiedades del suelo y su microbiota producto del riego
con esta agua reclamada no sean inmediatos (Vazquez-Salvador et al., 2020).
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8 Materiales y métodos

Para el presente proyecto se establecieron varias estrategias acordes a los objetivos
especificos planteados (Tabla 1).

Tabla 1. Relacidn entre los objetivos particulares de investigacion, estrategia metodoldgica y los
analisis propuestos para el presente trabajo de investigacion

Objetivo especifico

Estrategia

Desarrollo experimental

1. Identificar los sitios de
muestreo que representen
suelos que hayan sido
regados con agua residual por
25, 50 y 100 afios, asi como
un sitio de temporal (0 afios)
que no haya sido previamente
regado con agua residual.

Muestreo de una
cronosecuencia basada en la
antigliedad de riego con agua
residual en el Valle del
Mezquital con fines
comparativos en los cambios
de las comunidades amonio
oxidadoras.

e Muestreo.

¢ Caracterizacion
fisicoquimica (pH,
conductividad eléctrica, Cy
N, y algunos metales
totales).

o Estadistica descriptiva.

2. Determinar los cambios
en la diversidad, estructura y
composicién de la comunidad
oxidadora de amonio de los
suelos de estudio.

Caracterizacion y
exploracion de las
comunidades oxidadoras de
amonio mediante amplificacion
y secuenciacion masiva de
genes amoA.

e Obtencion de DNA total de
suelos de la
cronosecuencia.

¢ Amplificacién y
secuenciacion de
fragmentos del gen 16S
rRNA y amoA.

¢ Analisis de secuencias:
diversidad alfa y beta, y
asignacion taxonoémica.

¢ Analisis estadisticos
comparativos.

3. Identificar los cambios
en la composicion y
abundancia de los organismos
involucrados en el ciclaje de
nitrégeno en la
cronosecuencia usando
herramientas metagenémicas.

Deteccidn y caracterizacion
de secuencias relacionadas
con la oxidacién de amonio en
suelos de la cronosecuencia.

e Obtencién de cuatro
metagenomas acorde a la
cronosecuencia de estudio.

e |[dentificacion de
comunidades oxidadoras
de amonio.

4. Determinar los cambios
en la estructura y composicion
de la comunidad oxidadora de
amonio suelos irrigados por
100 afios con agua residual
después de riegos continuos
con agua de la planta de
tratamiento Atotonilco.

Experimento de riego
continuo de columnas
inalteradas, empleando tres
suelos regados por ~100 afios,
y bajo riegos continuos
empleando agua residual y
agua de la planta de
tratamiento de Atotonilco.

¢ Montaje de experimento y
riegos continuos.

e Amplificacion y
secuenciacion de
fragmentos del gen 16S
rRNA.

¢ Analisis de secuencias:
diversidad alfa y beta, y
asignacion taxonomica.

¢ Andlisis estadisticos
comparativos.
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8.1.1 Sitio de estudio

Los sitios de muestreo se encuentran localizados en la regiéon conocida como Valle del
Mezquital. Esta zona se encuentra en el altiplano mexicano, a 60 km al norte de la Ciudad
de México en el estado de Hidalgo. El valle se encuentra a una altura entre los 1700 — 2100
m s.n.m. dentro de las coordenadas 20° 07’ N, 99° 14 O. Tiene un clima predominantemente
semiarido con indices de aridez entre 0.23 — 0.41. Su precipitacion anual promedio se
encuentra entre los 450 — 700 mm, limitada a una temporada que abarca entre mayo y
octubre. La zona suele presentar altas tasas de evapotranspiracion. Su temperatura anual
promedio es entre 15 — 17 °C, con diferencias entre verano e invierno entre los 5 — 6 °C
(Duran-Alvarez et al., 2021; Gonzalez-Méndez et al., 2015). La vegetacién nativa suele
estar representada por flora xerofitica, principalmente en forma de arbustos espinosos
como Prosopis spp., Acacia spp. y Mimosa spp., o matorrales rosetéfilos como Agave
lechuguilla, Agave striata y Hechtia podantha (Abd El-Ghani et al., 2017).

Sin embargo, desde principios del siglo XX ha habido una transformacién a suelos
agricolas de practica intensiva, producto del riego con agua residual proveniente de la
Ciudad de México. El agua residual es transportada en grandes canales abiertos sin
tratamientos previos, a excepcion de la sedimentacion propia del transporte. Posteriormente,
el agua es distribuida por una extensa red de canales secundarios a través de las parcelas.
El riego de las parcelas se da mediante inundacién, con laminas entre 1500 — 2000 mm por
afio dependiendo del cultivo y tipo de suelo, siendo entre 170-210 mm por evento de riego.
Cabe recalcar que, en las regiones mas socialmente marginales aun persiste agricultura de
temporal, que solo depende del agua de lluvia. La produccion agricola de la zona
comprende cerca de 90,000 ha, estando restringida al cultivo de forrajes, principalmente
maiz y alfalfa (Durén-AIvarez et al., 2021; Gonzalez-Méndez et al., 2015).

8.1.2 Muestreo de suelos en una cronosecuencia de antigliedad de riego

Para determinar el efecto paulatino que ha tenido el constante uso de agua residual
sobre la comunidad oxidadora de amonio en suelos agricolas, se muestreé una
cronosecuencia de suelos (objetivos 1, 2 y 3). Esto se logré aprovechandose de la
expansion de la infraestructura de distribucién del agua residual en el Valle del Mezquital.
La cronosecuencia estuvo integrada por suelos previamente clasificados como feozems
encontrados en el distrito de riego Tula-03 en el Valle del Mezquital. Los suelos
seleccionados han sido regados por 25, 50 y 100 afios con aguas residuales provenientes
de la zona metropolitana de la Ciudad de México. Adicionalmente se colectaron suelos que
tienen manejo de temporal (0 anos). En la tabla 2 se pueden observar la localizacién de las
parcelas ocupadas para el presente experimento.

30



Tabla 2. Localizacion de las parcelas correspondientes a la cronosecuencia de estudio.

Tiempo de Coordenadas
muestreo
Parcela (P) Latitud Longitud Localidad, Municipio
0 afios
P1 20° 9'48.45" N 99°6'25.76" O
P2 20° 9' 42.74" N 99° 6' 25.29" O Santiago Tezontlale,
Ajacuba
P3 20°9'37.49" N 99°6'24.99" O
25 anos
P1 20° 2'24.63" N 99° 11' 38.52" O
P2 20° 2' 24.05" N 99° 11'35.15"0  1eXas, ATtﬁfZ”"CO de
P3 20° 2'23.47" N 99° 11' 33.40" O
50 anos
P1 20° 2'21.49" N 99° 11' 56.38" O
P2 20°2' 18.10" N 99° 11' 59.29" O San José Bojay,
Atitalaquia
P3 20°2'23.14" N 99° 11'54.40" O
100 afios
P1 20° 7'29.08" N 99° 12'47.80" O
P2 20°7'30.01" N 99° 12'51.23" O Tlahuelilpan,
Tlahelilpan
P3 20° 7' 33.68" N 99° 12'48.60" O

El muestreo se llevd a cabo en febrero del 2020, definiendo tres parcelas continuas sin
cobertura vegetal para cada tiempo de la cronosecuencia. Para cada parcela se llevo a
cabo un muestreo compuesto para asegurar la representatividad de la muestra. Para ello
se trazaron cuatro transectos longitudinales y paralelos por cada parcela. En cada transecto
se tomaban pequenos nucleos superficiales (0 -10 cm) de suelo usando un nucleador cada
10 m. Por parcela fueron obtenidos entre 25 - 33 nucleos, que posteriormente fueron
mezclados en contenedores asépticos, y mantenidos a 4 °C en oscuridad para su transporte
hasta el laboratorio.

Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente y a la sombra. Luego se le
retiraron particulas mayores como basura, rocas o restos vegetales (raices, hojas y tallos)
mediante tamizaje, usando un cedazo de 2 mm. Las muestras tamizadas fueron
homogenizadas y divididas. Una parte fue almacenada a -20 °C para posteriores analisis
moleculares, y la otra parte fue procesada para los posteriores analisis fisicoquimicos.

8.1.3  Experimento de riegos continuos de columnas inalteradas de suelo

Para determinar el efecto de cambiar la calidad del agua de riego sobre la comunidad
microbiana de suelos regados por un aproximadamente siglo con agua residual, se
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recolectaron columnas inalteradas de suelo, previamente clasificados como feozems que
han sido regados por 100 afios con agua residual de 3 localidades distintas dentro del
distrito de riego Tula-03. Las localidades seleccionadas fueron: Bojayito (B), Ulapa-
Tetepango (UT) y Las Palmas (LP). De cada localidad fueron obtenidas 6 columnas,
extraidas de forma continua en 2 parcelas (3 columnas por parcela). Las parcelas de las
cuales fueron obtenidas las columnas contenian una cobertura vegetal de alfalfa, en estado
joven para B y UT, mientras que en LP la alfalfa ya estaba en un estadio maduro.

Las columnas inalteradas fueron colectadas en marzo del 2022. Cada columna de suelo
fue esculpida en campo tratando de no alterar la estructura del suelo. Estas fueron
contenidas en cilindros de acero, de 30 cm de largo por 15 cm de diametro, y fueron
almacenadas a 4 °C en completa oscuridad y transportadas al laboratorio para su posterior
establecimiento.

Establecimiento de columnas y mantenimiento

Las columnas fueron acondicionadas en el invernadero del Instituto de Geologia de la
UNAM. Alli, éstas fueron colocadas sobre una base que permitiera la salida de los lixiviados,
dejando 4.5 cm entre el limite superior de la muestra de suelo y el de la columna.
Posteriormente, las columnas recibieron un riego de adaptacién con CaCl.0.01 M, y fueron
divididas de acuerdo con el siguiente disefo experimental (Fig. 4):

Agua para
irrigacion

Agua residual (RWW) Agua tratada (TWW)

Las Palmas (P

Ulapa-Tetepango |
T

Figura 4 Disefio experimental para el experimento de columnas.
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Las columnas fueron regadas cada 10 dias con 800 mL de agua residual y agua tratada
por la PTAR-A segun el caso, en 18 ocasiones. Al séptimo dia posterior a cada riego se
tomaron muestras de suelo superficial de alrededor de 5 g por columna, para
posteriormente ser utilizadas en analisis de biologia molecular. Estas se obtuvieron
raspando la parte superficial del suelo, y depositando este suelo en tubos estériles de
almacenamiento coénicos de 15 ml. En particular los analisis de biologia molecular se
realizaron con las muestras correspondientes a los riegos 0 (RO, condiciones iniciales), 3
(R3), 8 (R8), 12 (R12), 15 (R15) y 18 (R18). Mientras que, para los analisis fisicoquimicos
fueron tomadas muestras de suelo previo al inicio del experimento (RO) y después de los
18 eventos de riego (R18).

El agua utilizada para las columnas fue recolectada de forma directa en el municipio
Atotonilco de Tula, Hidalgo. El agua residual fue tomada justo en la parte continua exterior
del influente de la PTAR de Atotonilco en la localidad de San Antonio (19° 57' 11.196" N,
99° 17' 49.495" O). El agua tratada fue recolectada en el municipio de San José Acoculco
(19° 58' 17.04" N, 99° 18' 8.87" O) en un canal que procede del efluente de la PTAR-A,
donde se mezcla el agua tratada de la planta y el agua no tratada. El agua fue transportada
en bidones de plastico y almacenada en oscuridad a 4 °C. El tiempo maximo de almacenaje
de las aguas usadas para el riego fue de 20 dias. Las caracteristicas de las aguas de riego
se encuentran en el Anexo A1.

8.1.4 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Para llevar a cabo los analisis fisicoquimicos, las muestras fueron secadas a temperatura
ambiente en un sitio sin luz directa por 72 h, para posteriormente ser homogenizadas y
tamizadas en una malla metalica de 2 mm. Los analisis de pH y conductividad eléctrica (CE)
fueron llevados a cabo en las muestras previamente secadas utilizado el método de
extractos saturados basado en los métodos de (Sparks, 1996).

Para la determinacion del Carbono Total (Ct), Carbono Organico (Corg) y Nitrégeno total
(Nt), las muestras fueron pasadas nuevamente por una malla metalica de 0.180 mm. Para
el Ct y el Nt, las muestras fueron cuantificadas directamente mediante un analizador
elemental 2400 Series Il CHNS (PerkinElmer). En el caso del Corg primero se llevo a cabo
la remocion de carbonatos usando HCI 5N, posteriormente se llevo la determinacion.

La determinacion de los metales (Cd, Co, Cu, Ni, Pb, and Zn) se llevé a cabo en muestras
previamente digeridas con HNOs (J.T. Baker 69 - 70%) y HCI (J.T. Baker 36.5 - 38%)
mediante un ICP-OES (Perkin Elmer ICP-OES Optima 8300).

8.1.5 Extraccion de DNA y amplificacion de genes de interés

El DNA total de las muestras fue extraido usando el kit PowerSoil DNA isolation Kit de
Qiagen a partir de 0.25 g de suelo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante con
pequefias modificaciones en el volumen de elucion final (50 plL). La concentracion
resultante del DNA obtenido fue obtenida usando el kit Qubit dsDNA HS Assay en el
fluorébmetro Qubit 4, ambos de Thermo Fisher Scientific. Posteriormente, la muestra fue
diluida en muestras de trabajo en concentraciones alrededor de 10 — 12 ng/uL en
volumenes de entre 50 y 60 pL, para su almacenamiento a -20 °C hasta su uso.

Para analizar la comunidad microbiana en general, se utilizé el amplicon que codifica
para la region V4 del gen 16S SSU rRNA. El amplicon fue conseguido con base en los
protocolos sugeridos por el Earth Microbiome Project, usando los cebadores 515F/806R
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con un adaptador MiSeq en la region reversa y un protocolo de amplificacion ya reportado
(Caporaso et al.,, 2012). Mientras que, para investigar los cambios en la comunidad
oxidadora de amonio fue seleccionado el gen amoA, tanto para Archaea, como para
Bacteria. El gen fue amplificado usando los cebadores Arch-amoAF/Arch-amoAR para
Archaea y amoA-1F/ amoA-2R para Bacteria, amoA con adaptadores MiSeq en la regién
reversa (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores utilizados para la amplificacién de los genes
de interés

Gen Secuencia Tamano Tm Referencia
Cebador (pb) °C
rrn-16S rRNA
515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 290 50 Caporaso
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT etal., 2012
amoA AOA
ArCh'amOAF STAATGGTCTGGCTTAGACG 635* 53 Francis et
Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT al., 2005
amoA AOB
amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT 490" 50 Rotthauwe
amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC etal., 1997

* Este tamano se incrementa si se usan cebadores con adaptadores MiSeq para la
secuenciacion masiva del gen, (incremento aproximado de 70 pb).

Para llevar a cabo la amplificacion de los fragmentos génicos mediante PCR punto final
se prepararon reacciones individuales de PCR de 25 uL teniendo como base la siguiente
féormula (Tabla 4):

Tabla 4. Composicion de las reacciones de PCR punto final empleadas.

Componente Concentracion final
DNA templado ~ 15 ng por reaccion
Buffer de PCR libre de Mg?* (Takara Bio Inc) 1x

MgCl. 1.5 -2 mmol/L
Cebadores 0.4 uM por cada uno
Trifosfato de desoxinucledsido (DNTPs) 200 uM
Dimetilsulféxido (DMSO) 5%

Polimerasa ExTaq (Takara Bio Inc) 1U
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A partir de la mezcla para reaccion anterior, los protocolos de amplificacion consistieron
en: i) una fase inicial de desnaturalizacién del DNA templado, seguido de ii) 35 ciclos de
alineamiento y amplificacion, entre los que se encuentran un ciclo de desnaturalizacion a
95 °C por 1 min, seguido de un ciclo de alineamiento y un ciclo de extensién a 72 °C por 1
min, y finalmente iii) un ciclo general de extension a 72 °C por 10 min. Cabe recalcar que la
temperatura y tiempo de alineamiento de los cebadores para 16S rRNA y amoA eran
especificos para cada gen, siendo de 30 s para 16S rRNA y de 60 s para los amoA de AOA
y AOB (Tabla 3). Todos los amplicones fueron comprobados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%.

Los amplicones de 16S rRNA y amoA para secuenciacion, fueron purificados usando el
sistema de purificacion de perlas Agencourt AMXPure PCR (Beckman Coulter), y cuando
se notaron bandas inespecificas, por gel de agarosa al 2% usando el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega). Finalmente, los amplicones correspondientes al gen
16S rRNA fueron secuenciados de forma pareada utilizando la plataforma lllumina MiSeq
en el Yale Center for Genome Analysis de la Universidad de Yale. Mientras que, los
amplicones de amoA de AOA y AOB fueron procesados mediante el kit Nextera XT Index
de lllumina para indexarlos de forma dual, siguiendo las condiciones del fabricante
realizando (i.e., un segundo PCR con ocho ciclos), y finalmente volvieron a ser purificados
y diluidos usando Tris 10 mM (pH 8.5) y agrupados a una concentracién equimolar de 9 pM.
Los amplicones de amoA fueron secuenciados de forma unitaria, solo siendo analizados los
que se encuentran en direccién 5 — 3’ en el Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del IPN, Unidad Mérida. En este caso de igual forma se usé la plataforma MiSeq
con el kit MiSeq Reagent kit V3 de lllumina.

8.1.6 Analisis de las secuencias
Gen 16S rRNA

Las secuencias correspondientes al gen 16S rRNA fueron procesadas usando el paquete
DADA2 de R (Callahan et al., 2016). Dichas secuencias al ser pareadas fueron
primeramente evaluadas en cuanto a calidad de forma separada utilizando la instruccion
“plotQualityProfile”. A partir de los resultados obtenidos de forma particular, fueron decididos
los parametros para el filtrado y corte de las secuencias mediante el comando
“filterAndTrim”. Las secuencias preprocesadas fueron concatenadas y sometidas a una
remocién de quimeras mediante “removeBimeraDenovo”. Posteriormente fueron sometidas
a la asignacion taxonémica tomando como referencia la base de datos SILVA 138 (Quast et
al., 2012; Yilmaz et al., 2014). Finalmente, fueron construidos arboles filogenéticos usando
el paquete Phangorn a partir del alinemiento producido por el paquete Decipher, ambos con
R. Los arboles generados fueron basados en el método de Neighbor Joining.

Gen amoA

Para el procesamiento y analisis de las secuencias de amoA provenientes de la
secuenciaciéon masiva de amplicones por metabarcoding, se utiliz6 de igual manera el
paquete DADA2 de R (Callahan et al., 2016). En este caso en especifico, el procesamiento
fue llevado a cabo de forma sencilla en la hebra forward. Fueron 314,755 lecturas obtenidas
de ambos genes amoA provenientes de la secuenciacién. La calidad de las secuencias
sencillas fue analizada usando “plotQualityProfile”, y posteriormente con “filterAndTrim”
fueron removidas las secuencias de baja calidad y recortada la secuencia correspondiente
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a los adaptadores para su secuenciacién masiva (250 pb). Finalmente, fueron retiradas las
secuencias quiméricas mediante la instruccién “removeBimeraDenovo”.

Posterior al procesamiento de calidad resultaron en 144,696 lecturas que se pudieron
agrupar en 300 secuencias representativas Unicas. Las secuencias resultantes fueron
posteriormente curadas de forma manual para retirar todas aquellas secuencias
codificantes que no estuvieran relacionadas al gen amoA. Posteriormente, para
estandarizar el numero de lecturas minimas para AOA y AOB fue realizada una rarefaccion
de las secuencias usando la herramienta “rarefy_even_depth” del paquete “Phyloseq” de R
(McMurdie y Holmes, 2013). El numero de secuencias obtenidas y resultantes posterior a
la rarefacciéon fue de 1,446 cuentas para AOA, y 2,587 para AOB. Posteriormente fueron
agrupadas las secuencias en un porcentaje de identidad del 95% basado en el reporte de
Yu et al. (2016). Estos OTUs fueron obtenidos a partir de la herramienta g2-vsearch
contenida en la plataforma QIIME2 (Bolyen et al., 2019).

La aproximacion taxonémica de las secuencias se realiz6 mediante cercania basada en
la identidad de las secuencias. Primeramente, las secuencias fueron alineadas usando el
método MUSCLE en el software SEAVIEW (Edgar, 2004; Gouy et al., 2010). A partir del
alineamiento multiple, fueron generados un par de arboles. El primer arbol fue construido
con base en el algoritmo Neighbor Joining a partir de una matriz de distancia obtenida por
el modelo Jukes-Cantor, y que seria ocupado para los analisis de alfa y beta diversidad. El
segundo fue generado mediante un algoritmo modificado de Neighbor Joining conocido
como BIONJ (Bio Neighbor Joining). En este caso el arbol fue construido usando el método
de distancia Kimura two-parameter (K2P) con 1000 iteraciones.

8.1.7 Cuantificaciéon de los genes amoA y 16S rRNA

Los genes amoA de AOA y AOB fueron cuantificados usando la técnica de la PCR
cuantitativa. A la par también fue cuantificado el gen 16S rRNA, para ser utilizado como
control constitutivo. Todos los genes fueron cuantificados en muestras de DNA total de suelo
teniendo en cuenta su concentracion exacta, asi como el volumen del cual fue extraido.

El DNA total fue utilizado como templado para generar amplicones a través de PCR
punto final utilizando los cebadores de la tabla 3, que servirian para generar la curva
estandar necesaria para la cuantificacion. Estos fueron sometidos a una electroforesis en
gel de agarosa para confirmar que fueran una banda Unica, posteriormente purificados
mediante. Posteriormente fueron cuantificados y diluidos serialmente en razén 1:10.

La cuantificacion génica fue llevada a cabo en un termociclador StepOne Real-time PCR
System de Thermo Fisher Scientific, usando la tecnologia de SYBR Green. Cada reaccién
constaba de 10 uL y fue preparada de la siguiente manera (Tabla 5):

Tabla 5. Composicion de las reacciones de PCR en tiempo real.

Componente Concentracion final

DNA templado 1ng
Buffer Premix Ex Taq Bulk (Takara Bio Inc) 1X

Tinte de referencia ROX (Takara Bio Inc) 1X
Conjunto de cebadores 0.2 umol/L
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Para la amplificacion fue anadido un control negativo en la placa. El programa de
amplificacién/cuantificacion consistid en: i) una primera fase de desnaturalizacién a 95 °C
por 5 min, seguida de ii) una fase de alineamiento y cuantificacion que consistia en 40 ciclos
de 95 °C por 1 min, la temperatura de alineamiento por 1 min y una fase de extension de
72 por 1 min. Posterior, a los cuarenta ciclos fue incluido un nuevo programa donde se
aumentaria de forma escalonada la temperatura para generar una curva de fusion para
asegurar la presencia de solo un tamano de amplicén y con ello confirmar la especificidad
de la prueba. El programa consistio en: i) ciclo sencillo de desnaturalizacion a 95 °C por 15
s, seguido por ii) un aumento gradual de 0.5 °C cada 15 s, iniciando en 60 °C y terminando
en 95 °C.

8.2 Procesamiento, secuenciacion y analisis de los metagenomas

Se obtuvieron cuatro metagenomas representativos de la cronosecuencia. Para ello,
muestras de pools de DNA procedente de las tres parcelas representativas por cada tiempo.
El DNA se extrajo acorde a lo reportando en la seccién 6.1.5, y se envi6 a secuenciacién a
la compania de Macrogen (Republica de Corea del Sur). Las librerias se prepararon por el
secuenciador empleando kits TruSeq nano DNA library (350 bp) y se secuenciaron de forma
paired-end por la plataforma NovaSeq, 150bp PE, ~10Gb por muestra. Los archivos en
crudo fueron analizados.

8.2.1 Analisis de secuencias obtenidas de los metagenomas

Primeramente, fue evaluada la calidad de las secuencias crudas mediante la herramienta
FastQC de forma pareada (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A
partir del reporte generado de forma individual, fueron evaluadas las variables de calidad
por secuencia de bases, por contenido en su secuencia de bases y el nimero de N
contenidas en las secuencias principalmente. Los estadisticos resultantes fueron tomados
en cuenta para el fitrado de calidad mediante la herramienta Trim Galore
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/)., fijando la calidad de las
secuencias en 30, y realizando un corte en la posicion 1 en las lecturas forward y en la
posicion 10 en las lecturas reverse, para asegurar el recorte de adaptadores que pudieran
permanecer en las secuencias. Finalmente, fue revisado que éstos no contuvieran N en su
contenido.

Posteriormente, las secuencias pareadas fueron concatenadas usando la herramienta
shuffleSequences de MetaVelvet para crear un nuevo archivo que contuviera las lecturas
forward y reverse (Namiki et al., 2011). Estas secuencias fueron posteriormente
formateadas para transformar las salidas fastq en fasta mediante fq2fa. Los concatenados
pre-ensamblaje fueron utilizados como base para la aproximacion taxondémica, llevada a
cabo por el programa Kaiju (Menzel et al., 2016a). A partir de los archivos generados se
obtuvieron documentos visuales que pueden ser analizados mediante Krona (Ondov et al.,
2011), asi como nuevas salidas con formato de datos separados por tabulaciones. La
clasificacién obtenida de Kaiju fue analizada mediante Phyloseq (McMurdie y Holmes,
2013) para conocer la composicion microbiana de los sitios.

Estas secuencias filtradas y concatenadas fueron usadas como base para el ensamblaje
metagendmico, usando la opcion metagendmica de SPAdes: metaSPAdes, y MEGAHIT (D.
Li et al., 2015; Nurk et al., 2017). Para el caso de metaSPAdes, fueron realizados diversos
ensamblajes usando por lo menos 12 k-meros por corrida para cada muestra. Para
MEGAHIT los ensamblajes fueron llevados a cabo usando 11 k-meros. Al final, la calidad

37



de los ensamblajes fue evaluada mediante la herramienta QUAST. Los reportes de dicha
herramienta eran de modo comparativo, por lo que fueron definitivos en la eleccion del mejor
ensamblaje basado en los k-meros usados (Anexo A2). Dicha eleccion fue tomada en
consideraciéon del ensamblaje que presentara un N50 mayor, el mayor nimero de contigs y
que estos fueran de gran tamafo. En la tabla 6 se observan cuales fueron los k-meros que
arrojaban un mejor ensamblaje para cada muestra.

Tabla 6. K-meros seleccionados para el ensamblaje metagenomico.

Ensamblador

Muestra K-meros utilizados
metaSPAdes
0 afios 23,31,39,49,63,73,87,97,105,113,121,127
25 afios 23,27,35,45,51,63,73,87,95,103,117,125
50 afios 23,27,35,45,51,63,73,87,95,103,117,125
100 afios 23,31,39,49,63,73,87,97,105,113,121,127
MEGAHIT
0 afios 27,37,47,57,67,77,87,97,107,117,127
25 afios 27,37,47,57,67,77,87,97,107,117,127
50 afios 27,37,47,57,67,77,87,97,107,117,127
100 afios 27,37,47,57,67,77,87,97,107,117,127

Para la busqueda masiva de genes relacionados a la oxidacion de amonio se adapto la
herramienta ABRicate (https://github.com/tseemann/abricate), usando bases de datos de
genes pertenecientes al cluster génico amoABC de AOA y AOB. Dichas bases de datos
fueron creadas para el presente trabajo a partir de secuencias obtenidas de genomas de
referencia, o de genomas completos e incompletos de AOA y AOB reconocidos. Todas las
secuencias genomicas fueron obtenidas del GenBank del National Center for Biotechnolgy
Information (NCBI) de la National Institutes of Healt (NIH), y la longitud de los genes
integrados en la base de datos oscilaba entre 80 - 100% del tamafio esperado del gen.

Las busquedas con ABRicate fueron divididas a su vez en dos. La primera fue llevada a
cabo usando las secuencias procesadas no ensambladas para poder identificar la
diversidad general del gen, manteniendo el parametro estdndar de identidad en 80% y
ajustando la cobertura minima en 10%. La segunda busqueda fue llevada a cabo usando
los ensamblajes, manteniendo los estandares de identidad y ajustando la cobertura en 40%.
Lo anterior gener6é una base de datos de la que se pudo rastrear y extraer fragmentos
génicos > 40% del tamafio original del gen en cuestion, y que serian usados para evaluar
la diversidad intergénica dentro de las diferentes muestras analizadas.

A partir de los archivos de salida de ABRicate, se pudo conocer la localizacion de las
secuencias del gen amoA dentro de los concatenados y ensamblajes. Estas fueron
obtenidas mediante el comando “grep”, curadas y colocadas en la misma direccion (5" —
3’). Las secuencias obtenidas fueron analizadas a la par con las secuencias previamente
obtenidas mediante secuenciacion de amplicones.
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La base de datos conjunta fue complementada con las secuencias amoA provenientes
de los genomas de referencia del NCBI. Estas fueron alineadas de forma multiple mediante
el método MUSCLE en Seaview (Edgar, 2004; Gouy et al., 2010). Posteriormente, se
elaboré un arbol filogenético de Bio-Neighbor Joining como fue previamente descrito.

8.3 Analisis estadisticos

El indice de diversidad de Shannon-Weaver fue calculado a partir de las secuencias
procesadas de 16S rRNAy amoA en el programa de Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013).
Dicho analisis fue llevado a cabo a partir de las cuentas por ASV u OTU mediante la funcién
“‘estimate_richness” del paquete Phyloseq en R. De igual manera se utilizé el paquete
Phyloseq en R para llevar a cabo analisis multivariados basados en la métrica de distancia
UniFrac ponderado mediante la ordenacién del Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA). Los analisis de CCA se llevaron a cabo con la paqueteria “Vegan” de R usando la
funcién “cca”, y mediante la funcién “envfit’ se filtraron los parametros fisicoquimicos no
significantes con una p.max de 0.05.
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9 Resultados

9.1 Cambios en la estructura de la comunidad oxidadora de amonio debido a la
irrigacion con agua residual por largos periodos de tiempo.

9.1.1 Alteraciones en el ambiente fisicoquimico del suelo

Para este estudio fue establecida una cronosecuencia de suelos regados por 25, 50 y
100 afios con agua residual, asi como un control que corresponde a suelos de temporal
que no han tenido contacto con agua residual. Para cada tiempo evaluado fueron
seleccionadas tres parcelas contiguas, cuyos suelos habian sido previamente clasificados
como feozems vérticos o haplicos.

De forma general, se observaron cambios en los parametros fisicoquimicos con relacion
a los suelos que habian sido regados con agua residual o no (Fig. 5). El pH se incrementé
de forma significativa después del uso de agua residual yendo de un promedio de 7.70 en
suelos de temporal, a 8.51 en suelos regados por 100 afos con agua residual. En la
conductividad eléctrica (CE) se pudo observar un fendémeno similar. En cuanto al contenido
de carbono total (Ct) este casi se duplicé después de la aplicacién de aguas residuales,
caso que de igual forma se ve reflejada en su fraccidn organica (Corg). En ambos casos, el
incremento tuvo su pico maximo en los suelos irrigados por 50 afos, sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre los suelos irrigados. La cantidad de nitrégeno total (Nt)
también se incrementd, aunque de forma gradual hacia los 50 afos de riego, teniendo su
pico en 100 afios.

Finalmente, para conocer la influencia de los contaminantes en el medio se realizo el
calculo de un indice de toxicidad (IT) basado en Azarbad et al. (2013). Este se basa en la
concentracién de metales presentes en el medio (Anexo A3). En él se puede observar la
acumulacion constante de metales a través de los anos de riego. Particularmente, el indice
indica que hacia los 100 afios de riego la acumulacion de metales es casi siete veces mayor
a cuando no ha sido regado con agua residual.
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Figura 5. Propiedades fisicoquimicas de los suelos estudiados. Diferentes letras
expresan diferencias significativas (p<0.05). Prueba de Kruskal-Wallis

9.1.2 Cambios en la abundancia de los oxidadores de amonio en una cronosecuencia

Los cambios en la abundancia de los microorganismos oxidadores fueron abordados
desde dos perspectivas: una basada en la secuenciacion del gen 16S rRNA, y otra absoluta
en la que fueron cuantificados los genes amoA.

La aproximacion relativa del gen 16S rRNA mostré la presencia de grupos arqueanos
(AOA)y bacterianos (AOB) en todos los suelos estudiados. En cuanto a las AOA, los grupos
asociados pertenecieron al filo Crenarchaeota y fueron delimitados a los géneros
Candidatus Nitrocosmicus y Candidatus Nitrososphaera, asi como a otras arqueas no
cultivables de la clase Nitrososphaeria y la familia Nitrososphaeraceae (Fig. 6a). La
abundancia de éstas en los suelos de temporal (0 afios) en promedio no superaba el 7.5%.
Mientras que, posterior al uso de agua residual la abundancia de estas se incrementd por
encima del 12% en todos los suelos regados con agua residual, teniendo su maximo en los
suelos regados por 50 afios con un pico de mas del 15%. Por otro lado, entre las AOB
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potenciales se incluian aquellas que pertenecian a la familia Nitrosomonadaceae, asi como
a las del género Nitrospira que son conocidas como bacterias comammox (Fig. 6b). En
general, la abundancia relativa de AOA se incrementé gradualmente posterior al uso de
agua residual para irrigar desde alrededor de 1.1% hasta 1.9%. siendo que la presencia de
grupos como Nitrosomonas es mas notable en los suelos que fueron irrigados, mientras
que, Nitrosospira se incrementd hacia los ultimos afios de riego (50 y 100 afios).

a) AOA b) AOB
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Figura 6. Abundancias relativas de potenciales grupos oxidadores de amonio basadas
en su abundancia relativa acorde a las secuencias 16S rRNA. a) Arqueas oxidadoras de

amonio, b) bacterias oxidadoras de amonio. *Grupo asociado a comammox, (nc) = no
cultivable.

Las variaciones en la abundancia absoluta de los genes amoA de AOA y AOB mostraron
un comportamiento similar a la abundancia obtenida en la cuantificacion del gen 16S rRNA.
En ambos casos, el nUmero de copias se incrementd con la acumulacion de riegos con los
afios (Fig. 7). Para las AOA, las secuencias amoA se incrementaron en promedio por
encima de las 7 x 10° copias/g de suelo en los suelos regados por 50 afios, siendo éste el
tiempo con el mayor niumero de copias y siendo significativamente diferente a las muestras
de 0 y 25 afios. Para las AOB, las copias amoA se incrementaron de forma gradual,
iniciando en menos de 4 x 10° copias/g de suelo en los suelos de temporal y terminando en
mas de 2 x 10° copias/g de suelo en los suelos regados por 100 afios.
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Figura 7. Abundancia absoluta de los genes amoA de AOAy AOB, y 16S rRNA en suelos
regados con agua residual por diferente tiempo, y las relaciones entre el nimero de copias
de cada gen. Letras diferentes expresan diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo con
la prueba de Kruskal-Wallis.

A la par, se cuantificé el gen 16S rRNA como control nativo de la comunidad microbiana
en general, ademas de ser considerado como una aproximacion de la biomasa procarionte.
Con base en dicha cuantificacion, se puede observar un incremento en la abundancia
general del componente microbiano en los suelos regados con agua residual, siendo los
suelos regados por 50 y 100 afos significativamente diferentes a los suelos de temporal
(Fig. 7). En particular se observa que en los suelos de 50 afos es donde hay una mayor
abundancia procarionte en comparacioén con los otros suelos regados con agua residual.
Dicha abundancia fue tomada en cuenta para calcular la proporcién de AOA y AOB sobre
la comunidad procarionte. Con relacién a las AOA, ésta tuvo un incremento significativo a
los 50 afos, mientras que, para las AOB el crecimiento con base en el gen 16S rRNA se
mantiene gradual, siendo los suelos con 100 afios estadisticamente mayores a los suelos
de temporal. Finalmente, en la proporcion de AOA:AOB en los diferentes suelos se denota
una disminucién en la razén de estos de casi 10 AOA por cada AOB en los suelos de
temporal hasta 1.6 AOA por cada AOB en los suelos regados por 100 anos (Fig. 7).

9.1.3 Cambios en la diversidad y estructura de la comunidad oxidadora de amonio

Para evaluar el efecto del riego con agua residual sobre la comunidad oxidadora de
amonio se llevo a cabo una secuenciacion de amplicones realizada a los genes amoA de
AOA y AOB en los suelos de la cronosecuencia. Producto de la secuenciacion se pudieron
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obtener 154 secuencias Unicas pertenecientes al gen amoA asociado a AOA, y 112 para
AOB. Estas fueron colapsadas al 95% de identidad (Yu et al., 2016), resultando en 22 OTUs
arqueanos y 30 bacterianos. El indice de diversidad de Shannon fue calculado para AOA 'y
AOB con base en los resultados anteriores. Se puede observar que AOB posee una mayor
diversidad que AOA (Fig. 8). En concreto, se observo que la diversidad de los oxidadores
de amonio no cambia en relacién con el tiempo que ha sido usada el agua residual para el
riego, ya que solo decrece de forma significativa a los 25 afios para AOA y AOB, sin
embargo, existe una ligera tendencia de incremento de la diversidad de AOB hacia los 100
anos.
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Figura 8. indices de diversidad de Shannon de los oxidadores de amonio con base al
gen marcador amoA para AOA (izquierda) y AOB (derecha). Letras diferentes expresan
diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis.

Primeramente, mediante un analisis de PERMANOVA se observd que existen diferencias
significativas en la estructura de las comunidades oxidadoras de amonio de los suelos
regados con agua residual con los de temporal (diversidad beta). Sobre todo, se ve reflejado
en la presencia y ausencia de AOA, y en menor proporcion de AOB. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre los suelos cuando se tomé en cuenta la abundancia de estos
grupos (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores p del analisis de PERMANOVA comparando los suelos regados con

agua residual vs los suelos de temporal

(ST). Analisis de B-diversidad (999

permutaciones).
AOA AOB
unifrac unifrac

Suelos irrigados con WW
ST 0.020*
Pr(>F)=0.018

wunifrac

Suelos irrigados con WW
ST 0.260
Pr(>F)= 0.310

Suelos irrigados con WW
ST 0.075
Pr(>F)= 0.074

wunifrac

Suelos irrigados con WW
ST 0.089
Pr(>F)= 0.071

* p-value < 0.05. Unifrac=algoritmo de distancia de Unifrac no ponderado, wunifrac:

algoritmo de distancia de Unifrac ponderado.

En general, la estructura de la comunidad de las AOA y AOB se vio afectada por el uso
del agua residual (Fig. 9). Para el caso de la comunidad arqueana oxidadora de amonio,
ésta formd dos agrupaciones separadas por un 88% de variacion que corresponden a los
suelos de temporal (0 anos) y aquellos que han sido regados con agua residual (25, 50 y
100 afos) (Fig. 9a). Aunque no existen diferencias significativas en la estructura de la
comunidad entre los suelos irrigados. Para la comunidad bacteriana se mantiene el
agrupamiento de las muestras en 2 conjuntos separados por un 56.8% de variacion. Sin
embargo, el agrupamiento de los suelos irrigados es menos compacto en comparacion con
el de AOA, sobre todo por la ligera separacion de las muestras correspondientes a 100 afios

de riego (Fig. 9b).
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Figura 9. Andlisis de componentes principales de la matriz de distancia Unifrac
ponderada (PCoA-Wunifrac) de secuencias amoA de: a) AOA, y b) AOB.

9.14 Aproximacion taxonomica de los genes amoA

Los OTUs previamente establecidos de AOA y AOB fueron afiliados a grupos
taxondmicos previamente establecidos en la literatura a través de arboles filogenéticos
(Figs. 10 y 11). Los 22 OTUs de AOA fueron afiliados a dos grandes grupos, uno para el
genero Nitrososphaera y otro para Nitrosocosmicus, ambos pertenecientes al phylum
Crenarchaeota. El grupo mayoritario fue el asociado a Nitrososphaera, y agrupé 19 OTUs
repartidos en cuatro subgrupos. El primer subgrupo contuvo 5 OTUs y estuvo relacionado
con secuencias provenientes de aislados ambientales presentes en sitios como humedales
o suelos costeros alcalinos. El segundo subgrupo de igual manera estuvo relacionado a
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cepas no cultivables de ambientes edaficos con manejo agricola como arrozales y contenia
6 OTUs. El subgrupo lll engloba 7 OTUs, que tiene una relacién cercana con especies
conocidas de Nitrososphaera como N. viennensis, N. gargensis y N. evergladensis. El
ultimo subgrupo sélo contiene un OTU y se encuentra cercanamente relacionado a un
aislado ambiental. El grupo de Nitrosocosmicus contiene 3 OTUs en un solo subgrupo, que
a su vez se correlaciona con especies como N. franklandus, N. hydrocola 'y N. oleophilus
(Fig. 10).

Ca. Nitrosomarinus sp. GOM_MAG4
100 |OTU.Arch08

1KJ645406 Wetland sediments clone AOA
Nitrososphaeraceae archaeon isolate CRAIB_MAG63

OTU.Arch02 Subgrupo |
Nitrososphaeraceae archaeon isolate C_No_T20_A_bin.18

OTU.Arch04

OTU.Arch11

KF179442 Coastal alkaline soil clone

— 100 OTU.Arch01
Nitrososphaeraceae archaeon isolate TY_HYHR_2_bin.13
100 Nitrososphaeraceae archaeon isolate CR_Sed_300A_bin.76
3 OTU.Arch13
100 'KJ645123 Unflooded rice soil clone

OTU.Arch03 Subgrupo I
OTU.Arch06
KJ699419 Restored crop soil clone
OTU.Arch12
OTU.Arch18
KC311300 Pastoral soil cone ‘ _ Nitrosos P haera
Nitrososphaeraceae archaeon isolate Bin.034

itrososphaera sp. WS208
OTU.Arch07
Nitrososphaera sp. T1-bin3
OTU.Arch09
KX181616 Fluvo-aquic soil clone
OTU.Arch05
Nitrososphaera viennensis EN76
Ca. Nitrososphaera evergladensis SR1 S u bg ru po 1]
OTU.Arch21
Nitrososphaera gargensis Ga9.2
OTU.Arch16
Ca. Nitrososphaera sp. 13_1_40CM_48_12
Nitrososphaera sp. nzgw16
OTU.Arch15
EU025174 Estuarine sediment
OTU.Arch10
KU291554 Agricultural soil clone 1

OTU.Arch17

= Nitrososphaeraceae archaeon isolate HEB2_70 ]:SU bgrupo IV
Ca. Nitrosocosmicus agrestis SS
OTU.Arch22
Ca. Nitrosocosmicus franklandus NFRAN1
Ca. Nitrosocosmicus hydrocola G61 . .
Ca. Nitrosocosmicus sp. RBC071 Subgrupo | Nltrosocosmlcus
OTU.Arch14
Ca. Nitrosocosmicus oleophilus MY3
94 1Ca. Nitrosocosmicus sp. WA-bin7
OTU.Arch19
Nitrososphaeraceae archaeon isolate LB3_1

95

99

Figura 10. Arbol filogenético construido con secuencias amoA de AOA bajo el método
Neighbor Joining usando el modelo de Kimura 2-P (K2P) como modelo de distancia.
Bootstrap = 50% (1000 réplicas).

Por otro lado, los 30 OTUs de AOB fueron asociados en 2 grupos, uno para Nitrosospira
y el otro para Nitrosomonas. El grupo de Nitrosomonas solo contiene un subgrupo, y a su
vez solo contiene un OTU que es cercano a N. stercoris. El grupo Nitrosospira fue
dominante al contener 29 OTUs repartidos en cuatro subagrupaciones (Fig. 11) con base
en su cercania filogenética. El primer subgrupo contiene un OTU y esta relacionado con
Nitrosospira sp. NpAV. El subgrupo Il es el mas grande ya que agrup6 a 17 OTUs, y a su
vez albergd secuencias relacionadas a N. multiformis, Nitrosovibrio sp. Nv4 y otros aislados
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de ambientes terrestres. El subgrupo Il fue el segundo mas grande al contener ocho OTUs,
asociados fuertemente con secuencias de aislados de suelos agricolas. El ultimo subgrupo
contenia secuencias relacionadas a especies definidas como N. tenuis y N. briensis, sin
embargo, dos de sus tres OTUs estaban mas cercanas a especies con caracterizacion
incompleta como Nitrosospira sp. 56-18 y Nitrosospira sp. SCN18.
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Figura 11. Arbol filogenético construido con secuencias amoA de AOB bajo el método
Neighbor Joining usando Kimura 2-P (K2P) como modelo de distancia. Bootstrap = 50%
(1000 réplicas).

9.1.5 Abundancias relativas de los grupos taxondmicos identificados

A partir de la afiliacién taxondmica previamente realizada mediante los arboles, se llevé
a cabo una aproximacion cuantitativa mediante el calculo de las abundancias relativas en
los niveles de subgrupos y filotipo (Fig. 12). Para las AOA, el subgrupo Il de Nitrososphaera
fue el mas abundante en todos los suelos estudiados, teniendo un crecimiento gradual
conforme se acumulaban los riegos, yendo de poco mas de 50% en suelos de 0 afios, hasta
mas del 70% en los suelos regados por 100 afios (Fig. 12a). El subgrupo | fue el siguiente
con mayor abundancia, aunque esta decrecié mas de la mitad conforme el paso del tiempo
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bajo riego. Los subgrupos Il y IV fueron los menos abundantes de Nitrososphaera, aunque
el subgrupo IV solo fue detectado en las muestras de 50 y 100 afios. El subgrupo
relacionado a Nitrosocosmicus solo fue encontrado en muestras de suelos irrigados con
agua residual, aunque nunca supero el 0.4% (Fig. 12b). En el caso de las AOB (Fig. 12b),
los subgrupos Il y Il de Nitrosospira fueron los dominantes en todos los suelos
compartiendo una abundancia similar. Esta abundancia de Nitrosospira ronda entre los 40
y 55%, en los 4 tiempos de irrigacion estudiados, sin embargo, no hubo tendencias en
cuanto a cambios en su fluctuacién. El subcluster | de Nitrosospira y de Nitrosomonas solo
tuvieron representantes en suelos irrigados con agua residual. En el caso del subgrupo | de
Nitrosospira el pico fue apenas superior al 1% a los 50 afios de riego, mientras que, el de
Nitrosomonas fue a los 25 afos, pero ninguno supero el 1%. Finalmente, el subgrupo IV de
Nitrosospira estuvo presente en todos los tiempos estudiados, aunque éste fue mas
abundante a los 100 afos, teniendo >15% de abundancia relativa (Fig. 12b).
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Figura 12. Abundancia relativa de los taxones identificados por secuencias amoA
mediante los arboles filogenéticos previos en suelos con diferente nUmero de afos bajo
riego con agua residual. a) AOA, b) AOB.
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La abundancia de los filotipos también fue calculada basada en el nimero de secuencias
encontradas por parcela. En general se observé que la abundancia de los filotipos varia en
mayor medida en comparacion que con categorias taxonomicas superiores. Para el caso
de las AOA se observo que el OTU.Arch1 incrementé su abundancia mas de ocho veces
posterior al riego, siendo el OTU dominante en los suelos irrigados con agua residual. Por
el contrario, la abundancia promedio del OTU.Arch2 disminuye de forma gradual posterior
al riego de 36% en suelos de temporal hasta 8% en suelos regados por 100 afos. El
OTU.Arch3 fue el filotipo dominante en los suelos de temporal, y a diferencia del OTU.Arch2,
su abundancia promedio se desploma de 43% hasta el 6 -7% en suelos irrigados de forma
uniforme. Ademas, el uso de agua residual tuvo un gran efecto sobre algunos filotipos como
el OTU.Arch9y el OTU.Arch15, ya que éstos no fueron detectados (Fig. 13).
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Figura 13. Abundancia relativa de los filotipos asociados a AOA. La barra lateral
representa la escala de colores en relacion con el valor asignado. Los valores azules
representan valores por encima del 20%.
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En particular para las AOB, el OTU.Bact1 era un grupo minoritario en suelos de temporal,
sin embargo, con la entrada de agua residual su abundancia promedio se elevo hasta 48 %
en los suelos regados por 25, posteriormente se estabilizé disminuyendo su abundancia
entre 26 — 29% hacia los 50 y 100 afios de riego. El OTU.Bact2 por su parte fue el mas
abundante en los suelos de temporal, y permanecié como uno de los mas abundantes en
los 25 y 50 afios, sin embargo, su abundancia decrece en los 100 afios a poco menos de
la mitad. OTU.Bact3, OTU.Bact5 y OTU.Bact6 también decrecieron posterior al riego con
agua residual, aunque en diferente magnitud. OTU.Bact3 representaba el 23% de la
abundancia de AOA en suelos de temporal decrecid, y posteriormente se estabilizé hacia
los siguientes anos, mientras que, OTU.Bact5 y OTU.Bact6 ya no fueron detectados en los
suelos con mayor cantidad de afos regados con agua residual. En el caso contrario,
OTU.Bact9 y OTU.Bact11 pasaron de abundancias relativas cercanas o iguales a0% a 13%
y casi 5%, respectivamente. Cabe resaltar que tanto para AOA y AOB de los suelos regados
con agua residual tuvieron la presencia de una mayor cantidad de filotipos, aunque con
abundancias relativas menores al 3% (Fig. 14).
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Figura 14. Abundancia relativa de los filotipos asociados a AOB. La barra lateral
representa la escala de colores en relacion con el valor asignado. Los valores azules
representan valores por encima del 20%.
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9.1.6 Correlacion del componente microbiolégico con las caracteristicas fisicoquimicas
del suelo

Para asociar los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo con los atributos
de la comunidad oxidadora de amonio propia de cada suelo evaluado, se llevé a cabo un
analisis de correlacion. En él se pudo observar que no hay una correlacion significativa
entre la diversidad de AOA y AOB con ninguno de los parametros registrados. En el caso
de la abundancia de los genes amoA, se pudo notar un patron, en el que las AOA tienen
una correlacion positiva fuerte con el carbono, ya sea el total o el organico. Mientras que,
la abundancia del gen amoA de AOB tuvo una correlacion significativa con pH, Nt e IT.
Posteriormente fueron evaluadas las abundancias relativas de cada uno de los grupos con
relacion a los mismos parametros fisicoquimicos. Para las AOA, solo el subgrupo IV de
Nitrososphaera se correlacioné significativamente con las fuentes de carbono. Mientras que,
para las AOB, los subgrupos | y Il de Nitrosospira se correlacionaron con CE y fuentes de
C, respectivamente. Cabe mencionar que los otros grupos no tuvieron correlaciones
significativas, sin embargo, se pudieron observar tendencias en cuanto a los indices de
correlacion. Como el caso del subgrupo | de Nitrososphaera y el lll de Nitrosospira, que
tuvieron una correlacion débil y negativa con pH, CE, NT e IT. Caso contrario, con el grupo
de Nitrosocosmicus y Nitrosomonas, el subgrupo Il de Nitrososphaera y el Il de Nitrosospira
cuyas correlaciones se asocian de forma positiva con pH, CE, Nty el IT (Fig. 15).
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Figura 15. Mapa de calor con la correlacion de Spearman entre las caracteristicas de
las comunidades amonio oxidadoras en una cronosecuencia de riego y las variables
edaficas fisicoquimicas del suelo. * = p<0.05
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9.2 Diversidad génica de los genes involucrados en la oxidacion de amonio en
una cronosecuencia de suelos regados con agua residual usando
herramientas metagendmicas

9.2.1 Deteccion de probables oxidadores de amonio

Los metagenomas fueron procesados para retirar secuencias de mala calidad y los
extremos correspondientes a los adaptadores. A partir de ello, las lecturas fueron sometidas
a un analisis de afiliacién taxonémica a traveés de Kaiju, por el que cada lectura era asignada
a algun grupo taxonomico con relacion a bases de datos del NCBI. A partir de las listas
generales se realizé un filtro para buscar grupos relacionados con la oxidacién de amonio.

En relacién con las AOA, la abundancia relativa de los suelos de temporal (~ 0.35%) fue
menor a la de los suelos irrigados con agua residual (~ 0.45 — 0.6%), siendo los suelos
regados con agua residual los que presentaron la mayor abundancia. Fueron detectados
diez géneros diferentes, asi como un grupo con secuencias de cepas no cultivables. En
general, se observd que la abundancia de Nitrosocomicus se incrementa con el riego con
agua residual, asi como las agrupadas como no cultivables. Nitrososphaera demostro ser
mayoritaria en los suelos de temporal, y sufre una ligera disminucion en los suelos irrigados
donde se mantiene constante. Otros géneros como Nitrosopolaris también fueron
detectados de forma constante (~ 0.05%). Mientras que las lecturas asociadas con otros
géneros como Nitrosopelagicus, Nitrosotalea, entre otros, tuvieron un aporte minimo
(<0.01% cada una) (Fig. 16).
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Figura 16. Abundancia relativa de probables grupos arqueanos oxidadores de amonio
detectados en los metagenomas de la cronosecuencia.

Para las AOB fueron detectadas lecturas asociadas a seis géneros conocidos y uno no
cultivable. En este caso la abundancia de éstas solo aumenta en los suelos irrigados por
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25 y 50 afios (~ 0.23 — 2.8%), mientras que, las muestras de temporal y de 100 afios de
irrigacion se mantienen similares (~ 0.2%). En todas las muestras Nitrosospira fue el género
mayoritario llegando a ocupar hasta 0.15%, seguido por Nitrosomonas (~ 0.1%). Sin
embargo, fue posible detectar secuencias relacionadas con Nitrosococcus y Nitrosovibrio
en todas las muestras (~ 0.01 — 0.02% cada una). También fueron detectados grupos como
Nitrosacidococcus y Nitrosoglobus, aunque en menor grado en comparacion con los otros
grupos (Fig. 17a).
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Figura 17. Abundancia relativa de probables grupos bacterianos oxidadores de amonio.
a) AOB y, b) Comammox, detectadas en las secuencias de los metagenomas de la
cronosecuencia.

Finalmente, fue posible detectar cuatro especies correlacionadas con comammox en
todos los sitios estudiados. Su abundancia relativa no varia entre los suelos de temporal y
los irrigados por 25 y 50 afios, aunque para los 100 afos de irrigacion ésta disminuye de ~
0.06% hasta 0.05%. Las especies encontradas en orden decreciente conforme a su
abundancia relativa fueron Ca. Nitrospira inopinata, Ca. Nitrospira kreftii, Ca. Nitrospira
nitrificans y Ca. Nitrospira nitrosa (Fig. 17b).
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9.2.2 Identificacion de especies oxidadoras de amonio a través del gen amoA

Se realiz6 la busqueda de genes amoA en las lecturas de los metagenomas con su
respectiva pertenencia taxondmica para evaluar la presencia y frecuencia de grupos
asociados a la oxidacién de amonio. A partir de ello fueron identificadas secuencias de
amoA relacionadas a 24 diferentes especies o aislados (en el caso de los no cultivables).
En ellas, se evalud la presencia o ausencia de éstas en las diferentes muestras estudiadas
(Fig. 18). En los suelos de temporal fueron detectadas secuencias de amoA arqueanas de
12 diferentes especies, donde 5 de ellas corresponden al género Nitrosophaera, que es el
predominante. Para los suelos de 25 afios fueron detectadas secuencias del gen amoA de
19 especies diferentes. Las especies encontradas en los suelos de 25 afos fueron
agrupadas en su mayoria en el género Nitrosocosmicus (6 especies) y a aislados
ambientales (6 especies), mientras que, Nitrososphaera se mantuvo con 5 especies. Para
los suelos con 50 afos de riego, fueron detectadas secuencias amoA correspondientes a
22 especies diferentes, donde Nitrosocosmicus y los aislados ambientales se mantienen
como los géneros con mayor numero de especies encontradas con 7 cada uno, mientras
que, Nitrosopolaris aumenté el nimero de especies asociadas con 4. Finalmente, en los
suelos regados por 100 anos se detectaron 21 secuencias diferentes repartidas en las
mismos 4 agrupaciones, siendo los aislados ambientales y Nitrosocosmicus, los taxones
con mayor riqueza.
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Figura 18. Diagrama de presencia/ausencia de especies de AOA con base en su
deteccién mediante el gen amoA en metagenomas. Recuadro azul = presencia, recuadro
blanco = ausencia.
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Con base en el analisis anterior, se determiné que el nucleo de oxidadoras de amonio
arqueanas esta conformado por nueve especies diferentes, de las cuales cuatro pertenecen
al género Nitrososphaera, tres son aislados ambientales, una es Nitrosopolaris y otra de
Nitrosocosmicus. Mientras que, la coocurrencia de ocho especies entre los suelos regados
mas conforma un nuevo nucleo secundario que agrupa a los suelos irrigados con agua
residual conformado por: cuatro AOA del género Nitrosocosmicus, tres aislados y una
secuencia de Nitrosopolaris. Cabe mencionar que los suelos de temporal no tienen
representantes unicos, pero si llegan a compartir especies con otros tiempos de riego: una
con los suelos de irrigados por 100 afios y 2 con los suelos irrigados con 50 y 100 afios
(Fig. 19).

25 afios

. 100 afios
0 afios

Figura 19. Diagrama de Venn de co-ocurrencia de especies AOA en las muestras de
suelos detectadas por metagenomas.

Ala par se detectaron 16 especies de AOB con base en la identificacion mediante el gen
amoA. Los suelos de temporal tuvieron una riqueza de ocho especies, en su mayoria
representada por el género Nitrosospira (7 especies) y Nitrosovibrio (1 especie) (Fig. 20).
Posteriormente, hacia los 25 afios de riego con agua residual la riqueza encontrd su pico
mas alto al detectar 12 especies diferentes en 4 géneros, siendo Nitrosospira el género con
mayor riqueza con 5 especies. Particularmente, fue posible detectar los géneros
Nitrosomonas (4 especies) y Nitrospira comammox (1 especie). Los suelos de 50 afos
también mantuvieron una riqueza de 10 especies de 3 géneros: Nitrosospira, Nitrosovibrio
y Nitrosomonas. Finalmente, en los suelos irrigados por 100 anos, al igual que los de
temporal solo fueron detectados dos géneros: Nitrosospira (6 especies) y Nitrosovibrio (2
especies).
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amoA AOB Presencia/Ausencia
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Figura 20. Diagrama de presencia/ausencia de especies de AOA con base en su
deteccién mediante el gen amoA en metagenomas. Recuadro verde = presencia, recuadro
blanco = ausencia.

El nucleo o core (especies compartidas) de AOB de los suelos estudiados mediante la
presente metodologia estuvo integrado por 5 especies, en su mayoria del género
Nitrosospira (4 especies) y solo con un representante de Nitrosovibrio (Fig. 21). Caso
contrario a lo ocurrido con las AOA, en los todos los suelos estudiados hubo por lo menos
una especie representativa siendo una Nifrosospira para los casos del suelo de temporal y
el irrigado por 100 afnos, mientras que en los de 25 y 50 afos se incluyeron Nitrosomonas
y Nitrospira para el caso particular de los suelos irrigados por 25 afnos.
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Figura 21. Diagrama de Venn de co-ocurrencia de especies AOB en las muestras de
suelos con agua residual y detectados en los metagenomas.

9.2.3 Abundancia de genes amoA relacionados a AOA, AOB y Comammox

La busqueda del gen amoA de AOA encontrd 67 coincidencias en la muestra de suelos
de temporal, 94 coincidencias en los suelos de 25 afos de riego. Mientras que los suelos
regados por 50 y 100 afios fueron los que tuvieron un mayor nimero de coincidencias con
105y 109, respectivamente. Estas coincidencias de los genes amoA a su vez se afiliaron a
tres géneros de AOA conocidos (Nitrosocosmicus, Nitrosopolaris y Nitrosphaera) y uno que
corresponde a cepas ambientales no cultivables. Con base en la frecuencia de éstos, se
calculd la abundancia relativa del gen, y se observd que las secuencias amoA de
Nitrososphaera fueron las mas abundantes en los suelos de temporal al ser casi el 70% de
las secuencias detectadas (Fig. 22). El otro 30% se repartié entre cepas no cultivables,
Nitrosocosmicus y Nitrosopolaris (en orden decreciente de abundancia). En los suelos
regados con agua residual se incremento por otra parte el gen amoA relacionado con cepas
oxidadoras de amonio no cultivables, llegando a representar las del 50% en el caso de los
suelos regados por 100 afos. La abundancia de Nitrosocosmicus también aumenté con la
irrigacion, pasando de menos del 5% en suelos de temporal, hasta alrededor de 25%. Las
secuencias de amoA de Nitrosopolaris continuaron siendo las menos representadas
teniendo su pico en los suelos de 100 afios superando el 10%.
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Figura 22. Abundancia relativa del gen amoA de AOA detectada en los metagenomas.

En general, para el gen amoA de AOB se encontraron menos coincidencias en
comparacion con el de AOA. Para los suelos de temporal se encontraron 37 coincidencias
del gen, mientras que, los suelos de 25 anos fueron los que tuvieron un mayor niumero de
coincidencias con 58 para AOB (Fig. 23). Para los suelos de 50 y 100 afios el numero de
coincidencias disminuyé en comparacion con el suelo de temporal, habiendo encontrado
36 y 27 coincidencias de forma correspondiente. Estas coincidencias a su vez fueron
agrupadas de acuerdo con el género al que pertenecen, siendo estos cuatro: Nitrosospira,
Nitrosovibrio, Nitrosomonas y Nitrospira, donde el ultimo corresponde a organismos
comammox. En todos los suelos estudiados, el gen amoA de Nitrosospira fue el
predominante llegando a ser hasta el 80% de las secuencias en suelos de temporal y
regados por 100 anos, mientras que, en los de 25 y 50 afios solo representaba alrededor
del 50% de las secuencias amoA de AOB. Ademas, las secuencias amoA asociadas a
Nitrosovibrio también estuvieron presentes en todos los sitios muestreados, representando
entre 17% hasta casi 28% en los suelos irrigados por 50 afos. En los suelos irrigados por
25 y 50 anos a su vez, fueron detectadas secuencias relacionadas con Nitrosomonas,
siendo inclusive las segundas mas dominantes ya que poseian entre el 22 — 27% de los
genes amoA detectados. Finalmente, solo fue posible detectar secuencias asociadas a
Nitrospira en los suelos de 25 afios de riego (> 3%).
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Figura 23. Abundancia relativa del gen amoA de AOB detectada en los metagenomas.

9.2.4 Comparacion entre los filotipos obtenidos por secuenciacion de amplicones y
metagenomica

Se obtuvieron secuencias correspondientes a los genes amoA de AOA y AOB de los
ensamblajes metagendmicos de los suelos. Estas se usaron para compararlas con las
secuencias obtenidas previamente en la secuenciacién de amplicones mediante un arbol
filogenético.

En las AOA se recuperaron 15 secuencias completas y parciales del gen amoA entre los
diferentes ensamblajes. Al analizarse a la par que las secuencias obtenidas previamente se
conformaron 5 grupos: 3 relacionados a aislados ambientales de la familia
Nitrososphaeraceae, 1 para el género Nitrososphaera y otro mas para Nitrosocosmicus. El
primer grupo de aislados ambientales contiene solo una secuencia asociada a clonas de
sedimentos (Fig. 24). El segundo grupo ambiental integra cinco filotipos provenientes de
los metagenomas. En este se destaca que, en general, éstos estan presentes en todos los
tiempos de riego, en comparacion con algunos OTUs previos donde presentan ausencias
en los suelos de temporal. El tercer grupo ambiental integra cinco filotipos metagendmicos
justo con dos OTUs previos, teniendo presencia en todos los tiempos de riego. El grupo de
Nitrososphaera es mas heterogéneo ya que presenta una mezcla entre OTUs de la
secuenciacion de amplicones y metagendmicos, sin un patron de presencia o ausencia en
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los diferentes suelos. Finalmente, el grupo de Nitrosocosmicus esta ausente en los suelos
de temporal, siendo confirmado por los filotipos de los dos diferentes tipos de estrategias.
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Figura 24. Arbol filogenético construido con secuencias amoA de AOA provenientes de la
secuenciacion de amplicones y de los metagenomas bajo el método Neighbor Joining
usando Kimura 2-P (K2P) como modelo de distancia. Bootstrap = 50% (1000 réplicas).

Posteriormente, para las AOB se encontraron secuencias de igual manera parciales y
completas correspondientes a 2 géneros y una familia: Nitrosomonas y Nitrosospira, y
Nitrosomonadaceae (Fig. 25). Nitrosomonas contiene un OTU proveniente de la
secuenciacion de amplicones, sin embargo, se afiadié 1 filotipo mas proveniente de los
metagenomas. Ambos filotipos solo fueron detectados en suelos irrigados. Nitrosospira se
pudo subdividir en 3 subgrupos. El primer grupo solo contiene una secuencia proveniente
de la secuenciacion de amplicones y esta relacionado a Nitrosospira lacus. El segundo
subgrupo agrupa secuencias provenientes de aislados ambientales con exclusivamente
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OTUs provenientes de la secuenciacion de amplicones. En ellos se puede distinguir que
una parte cercana a suelos agricolas fluvoacuaticos suele estar presente en los primeros
tiempos evaluados (0 y 25 afos), mientras que, la parte mas cerca de humedales y suelos
forestales esta ausente en suelos de temporal y empieza a ser detectada en ellos suelos
irrigados. Finalmente, el tercer subgrupo se caracteriza por tener una relacién fuerte con
Nitrosospira briensis y algunos aislados ambientales. En él se incluyeron dos filotipos
provenientes de los metagenomas: uno que solo fue identificado en los tiempos 0 y 25 de
irrigacion, y que es cercano a OTUs.Bact05 y OTUs.Bact10; mientras que, el otro mas
cercano a N. briensis estuvo presente en todos los suelos evaluados. Finalmente, se formé
un ultimo grupo perteneciente a secuencias no definidas de la familia Nitrosomonadaceae
con secuencias exclusivamente metagendmicas que fueron encontradas en todos los
suelos evaluados.
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Figura 25. Arbol filogenético construido con secuencias amoA de AOB provenientes de
la secuenciacion de amplicones y de los metagenomas bajo el método Neighbor Joining
usando Kimura 2-P (K2P) como modelo de distancia. Bootstrap = 50% (1000 réplicas).

9.3 Efecto del cambio de la calidad de agua de riego en oxidadores de amonio
en suelos regados con agua residual.

Para evaluar el efecto del cambio de calidad del agua de riego sobre una comunidad
oxidadora de amonio de suelos irrigados por 100 afios con agua residual, se llevé a cabo
un experimento de riego bajo condiciones controladas. Columnas de suelo de 30 x 15 cm
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colectadas de los primeros 25 cm de suelos previamente clasificados como feozems de tres
diferentes sitios (LP: Las Palmas, B: Bojayito, y UT: Ulapa-Tetepango) fueron sometidas a
18 eventos de riegos continuos (cada 10 dias) con agua residual y agua proveniente de la
planta de tratamiento de aguas residuales Atotonilco.

9.3.1 Variaciones en la abundancia relativa de organismos oxidadores de amonio en los
suelos

A partir de las secuencias del gen 16S rRNA se calcularon las abundancias relativas de
las AOA y AOB. En general, las AOA tuvieron una mayor abundancia relativa en
comparacion con las AOB. La abundancia relativa de AOA oscilé entre el 5y el 20%, y llegd
a tener picos por encima del 30% en promedio, mientras que, en las AOB la abundancia
nunca superé el 4%. En casi todas las muestras evaluadas, Nitrosocosmicus fue el género
de AOA predominante seguido por miembros ambientales de la familia Nitrososphaeraceae,
y en menor grado Nitrososphaera (Fig. 26). Las AOB mas abundantes fueron aquellas
asociadas al género Nitrosospira, aunque en algunos casos especificos bacterias del
género MND1 fueron las AOB dominantes (Fig. 26).

La fluctuacion en las abundancias relativas de las AOA y AOB fue propia de cada uno de
los sitios estudiados. Primeramente, al ser columnas inalteradas, las abundancias relativas
iniciales (RO = Riego cero) son diferentes entre las columnas y por lo tanto las variaciones
tienden a ser diferentes. Por ejemplo, en Bojayito la abundancia de AOA en los suelos
irrigados con agua residual (WW) disminuye posterior a los riegos hasta el evento de riego
12 (R12, donde la R es la abreviatura de riego), donde ésta crece de forma exponencial
hasta 3 veces la abundancia (30%), para después estabilizarse en el R18. En comparacién
con los suelos irrigados con agua de la planta de tratamiento (TW), donde a partir del RO3,
la abundancia de AOA se incrementa de forma gradual teniendo un pico en R15 (Fig. 26a).
En Las Palmas no hubo cambios notables en la abundancia relativa de los grupos, sin
importar el evento de riego o la calidad de agua usada en este (Fig. 26b). Las AOA
presentes en Ulapa-Tetepango aumentaron su abundancia relativa posterior al riego en
ambas calidades de agua. En las muestras irrigadas con TW el incremento en R15 y R18
se mantiene hasta 6 veces mas con relacion al RO (Fig. 26¢).
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Figura 26. Abundancias relativas de AOA en muestras de suelos de los diferentes sitios
durante los diferentes eventos de riego. a) Suelos de Bojayito bajo riego con Agua residual
(WW) y Agua de la planta de tratamiento (TW), b) Las Palmas, y c) Ulapa-Tetepango.

Los eventos de riego en general tuvieron un efecto drastico sobre las AOB en Bojayito,
ya que partieron de una dominancia del grupo MND1 hacia su casi nula deteccion. En los
suelos irrigados con WW, la abundancia cae del 2.5% hasta menos del 0.5% en el R03, sin
embargo, ésta parece recuperarse con el pasar de los riegos llegando hasta el 1% en el
R15, aunque con una mayoria de Nitrosospira (Fig. 27a). En Las Palmas, la abundancia
relativa de las AOB se incrementd posterior a los eventos de riego sin importar la calidad
del agua usada. En ambos casos Nitrosospira fue el género dominante, aunque destaca la
presencia de Nitrosomonas con una abundancia constante entre el 0.07 y el 0.15%. En los

64



suelos irrigados con WW el aumento de AOB es constante y de forma gradual teniendo un
maximo en el R15, significando alrededor del doble en relaciéon con el RO. Los suelos
irrigados con TW tienen un incremento constante hasta el R08 (>0.6%), posteriormente se
estabiliza entre el R12 y el R18 con una abundancia cercana al 0.4% (Fig. 27b). Los eventos
de riego en las columnas de suelo de Ulapa-Tetepango tuvieron un efecto similar al de
Bojayito. En este sitio, las AOB tuvieron la abundancia relativa mas alta de los RO (3 —4%).
Posterior al evento de riego el taxdn MND1 decrece su abundancia, y es sustituido por
Nitrosospira. En los suelos irrigados con WW, la abundancia relativa no es estable y oscila
entre menos del 0.5% y el 1%. Por otro lado, en los suelos regados con TW a pesar de las
oscilaciones, se observa una tendencia en la disminucion hacia el R18 de estos grupos
oxidadores de amonio hasta menos de la mitad en comparacién con R03 (Fig. 27c).
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Figura 27. Abundancias relativas de AOB en muestras de los suelos de los diferentes
sitios durante los diferentes eventos de riego. a) Suelos de Bojayito bajo riego con Agua

residual (WW) y Agua de la planta de tratamiento (TW), b) Las Palmas, y c) Ulapa-
Tetepango.
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9.3.2 Efecto del agua de la planta de tratamiento sobre la estructura de la comunidad
oxidadora de amonio

Los suelos fueron sometidos a eventos de riego continuos con agua residual (WW) y
agua proveniente del efluente de la planta de tratamiento de agua (TW). Se llevaron a cabo
muestreos cada 3 riegos para evaluar el efecto sobre la estructura de la comunidad
oxidadora de amonio.

La estructura de la comunidad de AOA en los suelos de Bojayito cambia posterior a los
riegos con ambas calidades de agua explicado por un 60% de variacion. Posteriormente la
variacién es gradual entre los riegos llevando a una ligera separacion con los suelos
irrigados con agua de la planta de tratamiento en el R18 (Fig. 28a). En Las Palmas, la
estructura de las AOA no presenta un patron claro entre los componentes del analisis,
aunque la mayor variacion se observa en los suelos de R12 y R15, comparando aquellos
que fueron regados con agua residual y agua de la planta de tratamiento (Fig. 28b). En
Ulapa-Tetepango se nota un patrén similar al de Bojayito. Existe una variacién entre las
muestras de RO y las de los riegos posteriores explicadas por un 91% de variacién, sin
embargo, entre los riegos los cambios son minimos destacando la ligera separacién de los
suelos irrigados con agua de la planta en el evento R15 y R18 (Fig. 28c).
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Figura 28. Analisis de coordenadas principales de grupos oxidadores de amonio
arqueanos durante los riegos realizados en los diferentes suelos. a) Bojayito, b) Las Palmas,
y ¢) Ulapa-Tetepango.
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La comunidad bacteriana de oxidadoras de amonio en Bojayito se separa en dos grupos,
uno de los RO y otro de los demas riegos. En cuanto a los otros riegos, la variacién es
gradual de acuerdo con el numero de riego que corresponde siendo los suelos regados con
agua de la planta en el R18 los mas alejados del RO con relacién al eje horizontal (69% de
variacion) (Fig. 29a). Por otro lado, la comunidad de las AOB en Las Palmas no presento
diferencias entre los diferentes riegos, o por la calidad del agua de riego (Fig. 29b). En
Ulapa-Tetepango también se formaron dos grupos, uno para RO y el otro para los
consecuentes riegos separados por el eje vertical (casi 29%). Posteriormente el cambio
entre los riegos R03-R18 se dio se forma de gradual terminando por estar separadas las
muestras de R18 de suelos regados con agua de la planta en comparacién con las de R03
y RO8 (67% de variacion explicada) (Fig. 29c).
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Figura 29. Analisis de coordenadas principales de grupos oxidadores de amonio
arqueanos durante los riegos realizados en los diferentes suelos. a) Bojayito, b) Las Palmas,
y ¢) Ulapa-Tetepango.
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9.3.3 Impacto del cambio de calidad de agua en la abundancia de los oxidadores de
amonio.

Primeramente, con base en los resultados anteriores se llevo a cabo la cuantificacion del
gen 16S rRNA para conocer los cambios en la biomasa procarionte de los suelos con
relacion a los riegos en el RO y el R18 (Fig. 30). En Bojayito se encontré el suelo con el
mayor nimero de copias registrado con alrededor de 2.5 x 10'° copias por gramo de suelo.
Ademas, se observo que el nimero de copias del gen decrece mas de 1.5 x 10'° copias
por gramo de suelo después de los 18 riegos con agua residual, mientras que, con el agua
tratada se presenta un ligero aumento no significativo (Fig. 30a). En Las Palmas se
presentd el menor niumero de copias para este gen en comparacién con todos los sitios
estudiados. Asimismo, se observé un fendmeno similar a Bojayito en cuanto a las
variaciones, aunque en menor grado ya que estas fueron mas pequenas (Fig. 30b). Por
ultimo, los suelos de Ulapa-Tetepango fueron los que en conjunto albergaban una mayor
abundancia del gen 16S rRNA. Sin embargo, estos tuvieron pérdidas en el numero de
copias del gen sin importar la calidad del agua usada para el riego (Fig. 30c).
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Figura 30. Cuentas absolutas del gen 16S rRNA de los diferentes suelos estudiados en
los eventos de riego inicial (RO) y final (R18). a) Bojayito, b) Las Palmas, y c) Ulapa-
Tetepango. WW=Agua residual, TW= Agua de la planta de tratamiento. * = p<0.05, Prueba
Mann-Whitney

Posteriormente, se llevé a cabo a la cuantificacion del gen amoA arqueano y bacteriano
bajo los dos tratamientos, de igual forma, en los tiempos iniciales (R0) y el final (R18). De
forma inicial se observo que los suelos de las Palmas fueron aquellos que albergaban un
mayor almacén genético del gen amoA de AOA en comparacion con los otros sitios
promediando mas de 1.3 x 10° copias por gramo de suelo. Después de Las Palmas,
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Bojayito estuvo con poco mas de1 x 10° copias por gramo de suelo y Ulapa-Tetepango con
alrededor 5.5 x 108 copias por gramo de suelo.

Posterior a los 18 eventos de riego, la abundancia del gen amoA de AOA disminuy6 de
forma significativa en los suelos irrigados con agua residual de Bojayito (Fig. 31a). Asi
mismo en Las Palmas, ya que, aunque la disminucién no fue significativa (Fig. 31b). En
Ulapa-Tetepango por el contrario se detecté un incremento en la abundancia génica,
aunque no de forma significativa. Los riegos con agua de la planta de tratamiento por el
contrario indicaron un aumento en el numero de copias de forma marcada en Bojayito, y en
menor grado en Ulapa-Tetepango (Fig. 31a y ¢). Mientras que en Las Palmas no existio
variacién considerable en la abundancia del gen (Fig. 31b).

a) Bojayito b) Las Palmas
o 20x10° g 4:5x10°
o 9
@ 1.8x10 * 2 3.0¢10°
o 1.6x10° ° | T
$ 1.4x10° -- 3 1.5x100
8 12x10° e M1
o 1.0x10° o 7.5x108
P s.ono: T 8 5.0x10°1
‘s 6.0x10 5
8 4 o0 8 2.5x10°- T
UX
[N DU mwm o : :
RO R18 RO R18 RO R18 RO R18
ww ™ ww T™™W
c) Ulapa-Tetepango
o 1.0x10°
(%)
[
7]
o 8.0x10° -|_ '|'
s
H
® 6.0x10°
T
2 4.0x108
1]
s
2 2.0x108
S 1.0x108
JI T e
RO R18 RO R18
ww ™

Figura 31. Cuentas absolutas del gen amoA de AOA de los diferentes suelos estudiados
en los eventos de riego inicial (RO) y final (R18). a) Bojayito, b) Las Palmas, y c) Ulapa-
Tetepango. WW=Agua residual, TW= Agua de la planta de tratamiento. * = p<0.05, Prueba
Mann-Whitney

La abundancia de las AOB en todos los sitios en promedio rondo alrededor de las 108
copias amoA por gramo de suelo. En los suelos de Bojayito, el agua residual incremento la
abundancia absoluta del gen amoA hacia el R18. De igual manera, el riego con agua de la
planta de tratamiento incrementé la abundancia del gen a mas del doble, por lo que este
fue significativo (Fig. 32a). En Las Palmas, la abundancia de AOB fue el menor en
comparacion con los otros sitios estudiados (Fig. 32b). En estos suelos el constante pulso
con agua residual llevd a un decremento de casi la mitad de las copias gen amoA,
significando 2 x 107 copias por gramo de suelo menos. Sin embargo, el uso de agua de la
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planta no significé ningun cambio significativo en la abundancia de las AOB. Por ultimo, los
suelos de Ulapa-Tetepango fueron los que en conjunto tuvieron la mayor concentracion de
AOB. Para estos suelos las variaciones en general no fueron significativas, aunque los
patrones indicaban un incremento en la abundancia de amoA posterior a los eventos de
riego con agua residual, mientras que, por el contrario, el uso de agua de la planta sugiere
un descenso en la abundancia de dicho gen en hasta 2 x 108 copias por gramo (Fig. 32c).
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Figura 32. Cuentas absolutas del gen amoA de AOB de los diferentes suelos estudiados
en los eventos de riego inicial (RO) y final (R18). a) Bojayito, b) Las Palmas, y c¢) Ulapa-
Tetepango. WW=Agua residual, TW= Agua de la planta de tratamiento. * = p<0.05, Prueba
Mann-Whitney

A partir de las cuentas anteriores, se calcul6é un cociente de los genes amoA con el gen
constitutivo 16S rRNA y entre si, para evaluar la razén de cambio entorno un gen
relacionado. Para las AOA, se observd que en Bojayito y Ulapa-Tetepango la razén se
incrementa con el tiempo de riego, sin importar la calidad de agua que se use para el riego.
Caso contrario en Las Palmas, donde el cociente disminuye con los riegos, aunque el
correspondiente al agua de la planta de tratamiento tiene una pendiente mas pronunciada
(Fig. 33a). Las AOB en Bojayito se incrementan drasticamente con relacion a la abundancia
del gen 16S rRNA sin importar la calidad de agua usada en el riego casi en la misma tasa
de incremento. En Las Palmas, las AOB se desarrollan igualmente sin importar la calidad
del agua, aunque la pendiente de los suelos regados con agua residual tiene un crecimiento
hacia el R18 en comparacion con los regados con agua de la planta de tratamiento. En
Ulapa-Tetepango por otro lado, la calidad del agua tiene un efecto contrastante en la
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abundancia relativa, ya que la abundancia se incrementa de forma drastica en suelos
regados con agua residual, mientras que, en los suelos irrigados con agua de la planta
decrece subitamente (Fig. 33b). Posteriormente se evalué la relacién entre la cantidad de
amoA de AOA y AOB para evaluar la tasa de cambio entre ambos. En Bojayito y Las Palmas
la razén entre AOA y AOB decrece a la misma tasa entre los suelos regados con agua
residual y de la planta hacia el riego 18. En Bojayito la relacién inicial era alrededor de 10:1,
y disminuye hasta 5:1 en promedio. En Las Palmas la relacion era mayor, en promedio
partia de 20:1 en RO; con el paso de los eventos de riego disminuye hasta alrededor de
15:1. En Ulapa-Tetepango la relacién se comporta de manera inversamente reciproca entre
la calidad del agua de riego. En este caso la razon inicial en los suelos irrigados con agua
residual es de 2.5:1 y disminuye a 2:1, mientras que en los que son regados con agua de
la planta de tratamiento parten de 1.5:1 y se elevan hasta 4:1 (Fig. 33c).
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Figura 33. Relacion entre la abundancia de los genes amoA con el gen constitutivo 16S
rRNA, asi como entre AOA y AOB. a) Relacion entre el numero de cuentas de los genes
amoA AOA y 16S rRNA, b) amoA AOB y 16S rRNA, y c) amoA AOAy AOB.
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9.3.4 Correlacién de los grupos oxidadores de amonio con el ambiente fisicoquimico del
suelo

Se llevé a cabo la medicion de carbono (Ct) y nitrégeno total (Nt) en las muestras de los
suelos en los RO y R18. En ella se observé que el Ct disminuyo conforme se llevaban a
cabo los riegos, aunque el uso de agua de la planta de tratamiento disminuyé en mayor
grado el almacén de carbono en Bojayito y Ulapa-Tetepango, caso contrario en Las Palmas.
El nitrégeno por otra parte no varié de forma significante en los suelos de Bojayito sin
importar la calidad del agua de riego. En Las Palmas por otro lado se incrementd la cantidad
de N, siendo mas notorio en los suelos irrigados con agua de la planta de tratamiento. En
Ulapa-Tetepango los riegos disminuyeron la concentracién de N en el medio disminuyé de
igual forma en los suelos regados con agua residual y de la planta (Tabla 8).

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos de los suelos regados por ~100 afos y
estudiados en los experimentos de riegos constantes.

Bojayito Las Palmas TeteUpk;ES;)
RO* R18 RO* R18 RO* R18
Ct (%) Www 2.83 2.54 1.63 1.58 2.62 2.07
T™W 2.83 2.36 1.63 1.76 2.62 2.03
Nt (%) Www 0.27 0.28 0.16 0.19 0.28 0.25
TW 0.27 0.27 0.16 0.22 0.28 0.25

*Obtenidos y compilados de la tesis de grado de Mercedes Alvarez Olivares (2023).

A partir de dichas cuantificaciones se realizaron analisis de correspondencia candnica
(CCA) para correlacionar dichas cuantificaciones con los grupos oxidadores de amonio
identificados mediante la secuenciacién del gen 16S rRNA. Las AOA en Bojayito el Nt
tuvieron una correlacion significante con las muestras irrigadas con agua residual en el R18,
mientras que, el Ct esta mas cercano a las muestras del RO en general. En Las Palmas,
tanto el Nt y el Ct se correlacionaron de forma significante con muestras de R18 de suelos
irrigados con agua de la planta de tratamiento. En Ulapa-Tetepango, el Ct estuvo cercano
a las muestras del RO en general, mientras que, el Nt se asocié en particular con una
muestra irrigada con agua residual en el R18 (Fig. 34).
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suelos con historial del riego por mas de 100 afios. RO= Riego inicial, R18=Riego final, 1-3
=irrigadas con WW, 4-6 = irrigadas con TW.

En el caso de las AOB (Fig. 35), su presencia y abundancia en Bojayito en el RO se
asoci6 fuertemente con el Ct, mientras que, el Nt estuvo mas cercano a muestras irrigadas
con agua residual después de 18 eventos de riego (R18). En los suelos de Las Palmas,
tanto el Ct como el Nt estuvieron correlacionados de forma significante con suelos regados
con agua residual después de los 18 riegos (R18). Finalmente, en Ulapa-Tetepango, la
estructura de la comunidad de las AOB en el RO tuvo una cercania significativa con las
mediciones de Cty Nt.
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Figura 35. Andlisis de correspondencia canénica (CCA) de las AOB en los diferentes sitios
suelos con historial del riego por mas de 100 afios. RO= Riego inicial, R18=Riego final, 1-3
=irrigadas con WW, 4-6 = irrigadas con TW.
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10 Discusion

El Valle del Mezquital alberga el distrito de riego 03 desde 1912, que se caracteriza por
utilizar aguas residuales provenientes de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México sin
un tratamiento formal previo. Debido al historial de la zona, se han llevado a cabo estudios
enfocados en la microbiota del suelo. Los estudios que sugieren cambios en el perfil
funcional microbiano se encuentran limitados, los cuales se basaban en el calculo de las
actividades enziméaticas, a la par de la determinacion de la biomasa y respiracion en suelos
irrigados en diferentes tiempos (Friedel et al., 2000). Recientemente, con el uso de
tecnologias de secuenciacion masiva se pudo observar el efecto de la calidad del agua de
riego en la estructura y perfil funcional de la comunidad microbiana (LUneberg et al., 2018,
2019) en estos suelos.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto que ha tenido el riego con agua
residual a lo largo de los afios sobre el perfil funcional microbiano en suelos del Valle del
Mezquital, enfocandose en los oxidadores de amonio de forma primordial, ya que son
organismos clave del ciclo biogeoquimico del nitrégeno utilizando diferentes perspectivas
que involucraron secuenciacion masiva de genes de forma dirigida y amplia
(metagendmica). Adicionalmente se investigo el efecto del cambio en la calidad del agua
en las comunidades oxidadoras de amonio establecidas. A continuacion, se discuten los
resultados generados para responder a cada una de las hipdétesis previamente planteadas.

10.1 La comunidad oxidadora de amonio cambia con el tiempo bajo riego con
agua residual.

Estudios previos han mostrado que el uso de agua residual provoca cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Sanchez—Gonzalez et al., 2017; Siebe y Fischer,
1996) y en la biota del suelo (Friedel et al., 2000). Un reporte reciente encontré que el uso
continuo de agua residual en el suelo cambia la estructura de la comunidad bacteriana,
teniendo como efecto secundario cambios en su perfil funcional. Una de las predicciones
del perfil funcional es el incremento en la nitrificacion en suelos irrigados con agua residual
en comparacion con aquellos de temporal o regados con agua de pozo (Lineberg et al.,
2018). Dicha predicciéon se le dio seguimiento en el presente estudio, encontrando lo
siguiente.

La abundancia relativa de potenciales oxidadores de amonio arqueanos y bacterianos
se incrementa paulatinamente en los suelos irrigados con agua residual en comparacion
con los de temporal. La abundancia de las AOA aumenta en las parcelas regadas vy tiene
su maximo en los suelos irrigados por 50 afios, mientras que en las AOB el aumento de la
abundancia es gradual hacia los suelos irrigados por 100 afios. Un patron similar se observé
en las cuentas absolutas de los genes amoA de AOA y AOB, que por lo regular son
considerados como reporteros de la abundancia y composicion de la comunidad oxidadora
de amonio (Wessén y Hallin, 2011). EIl incremento en la abundancia de las AOA tiene su
pico mas alto en los suelos irrigados por 50 afios, llegando a ser el Unico significantemente
diferente con las abundancias de los suelos de 0 y 25 anos. Este pico se correlaciona
positivamente con el carbono total y la fraccidon organica, cuyo pico también se observa en
los suelos regados por 50 anos. Dicha correlacion podria explicar el aumento en la
abundancia de las AOA, ya que estas son consideradas como mixétrofas, por lo que tienen
la capacidad de poder asimilar pequefias moléculas organicas, que pueden ser aportadas
directamente por el riego (Jia y Conrad, 2009; Sun et al., 2019). Cabe recalcar que, hacia
los 100 afos, el numero de copias del gen amoA de AOA se duplica con relacion a los
suelos de temporal (1.28 x 10° a 2.61 x 10° copias por gramo de suelo), colocandose en el
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rango de copias encontradas en sistemas similares como arrozales expuestos a aguas
residuales o pastizales contaminados con metales por largos periodos de tiempo (Li et al.,
2020; Mertens et al., 2010).

Las variaciones en la abundancia de las AOB presentan un comportamiento diferente al
observado en AOA. En términos generales el numero de copias de los suelos de temporal
era relativamente bajo en comparacion con otros suelos no impactados (Vela-Cano et al.,
2018). Posteriormente, la abundancia del gen amoA crece gradualmente conforme se
acumulan los afos de riego siendo estadisticamente diferente hasta los 50 y 100 afios de
riego. En el caso de los 100 afios de riego el aumento es de casi un orden de magnitud en
comparacion con los suelos de temporal, manteniéndose en un promedio por encima del 2
x 10° copias por gramo de suelo. Dichas estimaciones posicionan a este nimero de copias
en un rango similar a arrozales sometidos a riegos con agua residual (Li et al., 2019; M. Li
et al., 2020). Este aumento detectado en la abundancia absoluta en los suelos irrigados se
encuentra correlacionado con el cambio en el pH y la entrada en gran magnitud de formas
reducidas de nitrégeno en los riegos (Nicol et al., 2008).

Ademas de la abundancia de los microorganismos oxidadores de amonio, la diversidad
de estos también se podria ver comprometida producto de la irrigacion. Los calculos de
diversidad del presente estudio no arrojaron diferencias significativas, salvo una
disminucion en los 25 afos de irrigacion en ambos casos (AOA y AOB). Al igual que en el
estudio de (Ibekwe et al., 2018), los suelos bajo irrigacion presentaron un incremento en su
abundancia relativa y absoluta en comparacion con aquellos de temporal. Sin embargo,
estudios previos en suelos agricolas irrigados mostraban resultados contrastantes. En
suelos donde habia sido usada agua residual cruda si habia una respuesta con relacion a
la diversidad, registrandose un aumento significativo en el indice de Shannon (Llineberg et
al., 2018), mientras que, cuando el agua habia sido previamente tratada no habia indicios
de influencia de la calidad del agua riego sobre la diversidad microbiana (Ibekwe et al.,
2018). Sin embargo, este ultimo encontré un aumento en la abundancia relativa en grupos
nitrificadores con base en secuencias del gen 16S rRNA en los suelos agricolas irrigados
con agua tratada por medio afio.

Otro cambio ocasionado por el uso continuo de agua residual se ve reflejado en la
estructura de la comunidad de las AOA y AOB. En ambos casos las muestras pueden
dividirse en dos grandes grupos, uno para los suelos de temporal y otro para los suelos que
han tenido contacto con agua residual. Estos grupos se encuentran fuertemente soportados
por un analisis estadistico (Tabla 7), que describe diferencias significativas con base en la
presencia y ausencia de ASV. A pesar de ello, no existen estudios suficientes que describan
este mismo proceso, por lo que fue necesario encontrar un analogo a la irrigacion con aguas
residuales en sistemas similares para poder compararlos.

Dicho analogo es el uso de fertilizantes, que al igual que las aguas residuales
proporcionan una entrada de compuestos organicos y de nitrégeno (Kiziloglu et al., 2008;
Ribas et al., 2010). El uso de fertilizantes puede producir efectos antagénicos sobre las AOA
en relacién con la naturaleza del suelo, ya que en suelos forestales no hubo un efecto
significativo, mientras que, en arrozales si tuvo un efecto notable sobre la estructura de la
comunidad (Chen et al., 2011; Wertz et al., 2012). Esto puede deberse a la sensibilidad
propia de las AOA a grandes entradas de N, sobre todo en sistemas circumneutrales y
ligeramente acidos (Ying et al., 2017). Para los suelos estudiados, la estructura de las AOA
cambia por las caracteristicas fisicoquimicas adquiridas en los suelos irrigados ya que
comparten un manejo similar al de los arrozales, ademas de cambiar de un ambiente
circumneutral en los suelos de temporal a uno ligeramente alcalino en los suelos irrigados.
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La estructura de la comunidad de las AOB también se alterd posterior al uso de agua
residual. Se pudieron observar dos grupos bien definidos con soporte estadistico
correspondientes a los suelos de temporal y los irrigados con agua residual, sin embargo,
este ultimo no fue homogéneo como el de AOA, ya que las muestras de suelos irrigados
por 100 afios se separaron ligeramente de aquellas que representan los 25 y 50 afios.
Aunado a la mayor abundancia del gen amoA, también se sugiere que se puede formar un
nuevo grupo relacionado a AOB en el futuro si los riegos se mantienen. Esto se vio
respaldado por estudios previos, que demostraron que el uso constante de fertilizantes tuvo
efecto sobre la estructura de la comunidad y el potencial funcional de estos
microorganismos. Particularmente, se observé en suelos de arrozales cuya fertilizacion
acumulada a lo largo de los afios con urea y materia vegetal tiene un efecto directo sobre
la estructura de la comunidad AOB, asi como incrementar su abundancia en relacién con el
numero de copias amoA (Wu et al.,, 2011), complementado por un estudio en suelos
forestales donde el potencial oxidador de amonio bacteriano se incrementa con la
fertilizacion regular (Wertz et al., 2012).

La composicién de los grupos oxidadores de amonio fue asignada a partir de la similitud
de las secuencias amoA correspondientes a cada OTU de AOA y AOB con secuencias
previamente identificadas en bases de datos establecidas. Los OTUs AOA fueron asignados
en los dos géneros de AOA mas comunes del suelo: Nitrosocosmicus y Nitrososphaera
(Huang et al., 2021). El grupo correspondiente a Nitrososphaera fue el mas diverso al
albergar el 86% de los OTUs encontrados, y por ende ser el mas abundante. Esta
dominancia en cuanto a diversidad y abundancia se ha encontrado en otros suelos
agricolas, indicando la importancia de dicho taxén en este tipo de suelos (Staley et al., 2018;
Zhalnina et al., 2014). El grupo de Nitrososphaera fue a su vez subdividido en cuatro,
dependiendo de la cercania con secuencias proveniente de aislados de diferentes
ambientes, basandose en el hecho de que los organismos pertenecientes a este grupo
responden a diferentes estimulos ambientales como temperatura y humedad (Jiang et al.,
2014). El subgrupo | de Nitrososphaera agrupé 5 OTUs con muestras ambientales
relacionadas a medios acuaticos como suelos costeros o sedimentos. EI OTU.Arch2
asociado a un aislado de suelo agricola fue el dominante en el subgrupo y marcé la
tendencia de decrecimiento en la abundancia relativa gradualmente conforme a los afios
de riego. EIl subgrupo Il fue el mas abundante sobre todo por la presencia de los
OTU.Arch01 y 03. En este grupo se destacan la afiliacién a secuencias provenientes de
suelos de arrozales y agricolas restaurados. La abundancia tiende a incrementarse
ligeramente hacia los suelos irrigados, debido al aumento del OTU.Arch01 que fue el mas
numeroso en general. De acuerdo con la topologia del arbol dicho OTU se encontraba
cercano a un MAG proveniente de suelos agricolas intensivos, lo que podria explicar su
aumento en los suelos irrigados. El otro OTU dominante fue el OTU.Arch03, solo que su
abundancia disminuye posterior al uso de agua residual. En este caso el OTU se encuentra
mas cercano a un aislado proveniente de un suelo agricola que abandond el manejo
intensivo y fue restaurado, por lo que este OTU podria ser sensible al efecto que causan
este tipo de gestiones agricolas sobre el suelo (Chen et al., 2015). El subgrupo lll fue el
tercero en cuanto a abundancia a pesar de contener 7 OTUs diferentes. La abundancia de
este decrece a partir de los 25 afios de riego y se mantiene hacia los 50 afios, aunque al
final se recupera en los 100 afos. Las secuencias pertenecientes a este subgrupo
pertenecen al grupo definido en la literatura como Nitrososphaera subgrupo 1.1 que
contiene a Nitrososphaera viennensis y Nitrososphaera gargensis, dos de las especies mas
comunes en suelos, sin embargo, la abundancia del grupo no fue preponderante al solo
alcanzar 10% (Pester et al., 2012). El ultimo subgrupo de Nitrososphaera solo tuvo
representativos en los suelos irrigados por 50 y 100 afios, probablemente por su relacién a
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una clona proveniente de suelos agricolas con manejo intensivo. El grupo de OTUs
asignado a Nitrosocosmicus tuvo una abundancia relativa baja (< 0.5%), a pesar de ser uno
de los géneros mas abundantes en ambientes edaficos (Clark et al., 2021). Su relacién
cercana con Nitrosocosmicus franklandus, una AOA con capacidad ureolitica y resistencia
a altas concentraciones de amonio les permitié adaptarse a los suelos irrigados, donde
fueron detectadas en el presente estudio (Lehtovirta-Morley et al., 2016).

Los OTUs de AOB fueron asignados a dos géneros bacterianos: Nitrosospira y
Nitrosomonas. Las Nitrosomonas, a pesar de ser reconocidas como un género cosmopolita,
no tienden a ser de las mas abundantes en ambientes edaficos (Taylor y Bottomley, 2006).
Sin embargo, su abundancia relativa encontrada en los suelos estudiados fue menor a lo
esperado, por lo que puede ser un sesgo metodoldgico producto de los cebadores utilizados
(Orschler et al., 2020). Este grupo solo contiene un OTU que se encuentra presente en los
suelos irrigados con agua residual. Esto puede deberse a su cercania con Nitrosomonas
stercoris, una bacteria aislada de composta originada de estiércol, pero que igual ha sido
encontrada en aguas residuales y plantas de tratamiento, por lo que puede ser introducida
mediante los riegos (Nakagawa et al., 2019; Nakagawa y Takahashi, 2015). Nitrosospira es
reconocida como la AOB mas abundante en suelos, y en concordancia con ello fue la mas
abundante en los suelos estudiados en el presente estudio (Habteselassie et al., 2013). El
subgrupo | solo fue encontrado en suelos irrigados con agua residual, ya que su Unico OTU
es cercano a Nitrosospira sp. NpAV es una bacteria aislada de suelos agricolas con
potencial ureolitico, lo cual le permite adaptarse a estos sistemas (Marsh et al., 2005; Norton
et al., 2002). El subgrupo Il es uno de los mas abundantes y diversos; con una tendencia a
incrementar su abundancia con los riegos con agua residual, ya que esta relacionado a
Nitrosospira multiformis y Nitrosovibrio sp. Nv4, una bacteria propia de suelos agricolas
fertilizados y otra de aguas residuales respectivamente (Elling et al., 2022; Ouyang y Norton,
2020). Lo anterior les conferiria ventajas adaptativas para desarrollarse y predominar los
suelos irrigados. De forma inversa el subgrupo Il decrece con el incremento de los riegos
por la influencia del OTU.Bact03 y OTU.Bact05, relacionados con aislados de suelos
agricolas fertilizados por largo y riberefios de forma respectiva. Aunque cabe recalcar que
en el mismo subgrupo se encuentra el OTU.Bact01, que es el OTU mas abundante en
general y predomina en los suelos irrigados brindando equilibrio en la abundancia general
del subgrupo. Dicho OTU es cercano a aislados edaficos de zonas riberefas ricas en
nutrientes y contaminantes por lo que debe estar adaptado a suelos de manejo agricola
intensivo con riego por inundacién con aguas residuales (Aguiar Jr. et al., 2015). Finalmente,
el ultimo subgrupo asocia especies de Nitrosospira no definidas como Nitrosospira sp. 56-
18 y Nitrosospira sp. SCN18, con Nitrosovibrio tenuis NV1, que son especies adaptadas a
la fertilizacion (Hu et al., 2021; Krimmel y Harms, 1982).

Los cambios anteriormente mencionados son producto del efecto del riego con agua
residual en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo. En estudios anteriores se ha
definido al pH como el parametro mas importante para la correlacion con las comunidades
de los oxidadores de amonio (Nicol et al., 2008). Reportes previos sugieren que este podria
disminuir hasta en 0.7 unidades posterior a un evento de riego (Gonzalez-Méndez et al.,
2015), o inclusive entre 0.3 y 1.08 unidades en el largo plazo en suelos irrigados con aguas
residuales acidas (Xu et al., 2010). Las mediciones del presente trabajo sugieren por el
contrario un incremento gradual en dicho parametro conforme a la acumulacién de los
riegos con agua residual, probablemente por las altas concentraciones de Na;CaCOs3
provenientes del agua de riego (Flores et al., 1997; Pérez-Diaz et al., 2019). Los
incrementos en el pH producto de la irrigacién con agua residual también se han sugerido
en otros estudios (Abd-Elwahed, 2019; Hameeda et al., 2019). Ademas del Na,CaCOs,
también se ha observado que el agua residual de la Ciudad de México es rica en Na*, CI
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and HCOgs (Aguilar-Rangel et al., 2020), por lo que se convierte en la causa del incremento
de la CE. Otros suelos expuestos a aguas residuales también han sufrido una ligera
salinizacion como se observa en los suelos estudiados, principalmente por la constante
entrada de iones (Friedel et al., 2000; Lineberg et al., 2018).

El stock de carbono también se ve alterado por el agua residual, ya que este se
incrementa de forma significativa en los suelos irrigados por 50 y 100 afios en comparacion
con los de temporal. Sanchez- Gonzalez et al. 2017 estudiaron mas sitios con diferente
tiempo bajo riego y encontraron que los almacenes alcanzan un nuevo estado de equilibrio
entre 30 y 40 afios. Aunque el pico maximo recae sobre los 50 afios de riego por el probable
equilibrio entre la mineralizacion y humificacion. EI minimo en los suelos de temporal por
otra parte se debe a la pérdida del almacén natural debido al cambio de uso de suelo a
agricola, sin embargo, en los suelos irrigados el suministro proveniente del agua residual y
del material vegetal post-cosecha recupera el almacén sin llegar a valores silvestres.
Aunque cabe aclarar que dichas practicas han llevado a un cambio en la calidad de la
materia organica del sitio, favoreciendo estructuras complejas que son dificiimente
aprovechables como la celulosa y la lignina (Sanchez—Gonzalez et al., 2017). El nitrégeno
total por otro lado suele provenir del agua residual, los fertilizantes y en menor proporcion
de los diazétrofos (Hernandez-Martinez et al., 2018). Este al igual que el C se incremento
gradualmente con los riegos alcanzando lo que se podria predecir como una asintota en
los 100 anos de riego con agua residual.

El indice de Toxicidad (IT) es una variable dependiente de la concentracion de metales,
por lo que actua como un reportero ambiental de la contaminacion de los suelos producto
de la irrigacion con agua residual. El IT se incrementa lentamente entre los 0 -50 afios de
riego, sin embargo, éste crece de forma significativa hacia los 100 afos. Esto se debe al
transporte y entrada de metales desde el agua residual (Siebe, 1995). Esto se ha visto
reflejado en otros suelos en contacto con agua de esta calidad por la acumulacion de dichos
metales (Guédron et al., 2014).

Los cambios anteriores en las caracteristicas de los suelos estudiados tuvieron una
influencia directa e indirecta sobre el establecimiento de las comunidades oxidadoras de
amonio. La diversidad de AOA y AOB no sufri6 cambios y tampoco tuvo correlacion con los
parametros fisicoquimicos con relacion a los afos irrigados con agua residual. Aunque
como se esperaba, la abundancia del gen amoA de las AOA tuvo una correlacién positiva
significativa con el contenido de carbono (en especial organico), probablemente por su
estilo de vida mixotrofo (Sun et al., 2019). Mientras que, la abundancia de las AOB se
correlaciono fuertemente con el pH, el Nt y el IT. El pH tiene una influencia directa, ya que
el incremento hacia un ambiente ligeramente alcalino favorecié el establecimiento y
crecimiento de esta comunidad sobre las AOA (Nicol et al., 2008). Las altas concentraciones
de amonio, asi como el incremento en el almacén de N también representan ventajas
adaptativas para las AOB, ya que éstas tienen una tolerancia mayor que las AOA a altas
concentraciones de los contaminantes (Verhamme et al., 2011). En el caso de los metales,
las AOA tienden a ser mas sensibles en comparacion con las AOB. Estudios previos
demostraron que ciertas concentraciones de Zn, Cu, Co, Ni, Cd y hasta Pb podrian tener
una correlacion positiva con algunas AOB y negativa sobre las AOA (Zhang et al., 2021).
Mientras que, altas concentraciones de metales han mostrado un efecto negativo sobre las
comunidades AOA, caso contrario a las AOB que tienen cierta resistencia a metales
pesados, como se observo con el Cu (50 mg /kg) (Tang et al., 2020). Lo anterior se puede
ver reflejado en la razén entre las AOA:AOB, donde esta relacion tiene valores mas bajos
ante perturbaciones. De forma convencional se mantiene la aseveracion que las AOA son
mas abundantes que las AOB en suelos, en relacién de hasta mas de 50:1 (Huang et al.,
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2021). No obstante, en los suelos estudiados bajo la influencia del agua residual se encontro
que, si bien ambas aumentan su abundancia, la tasa de crecimiento es mayor en las AOB
que en las AOA, por lo que hacia los 100 afios de riego la relacién es cercana al 1:1 con las
AOA.

Asi, este estudio propone que los cambios en la comunidad microbiana oxidadora de
amonio no se ven reflejados sobre las grandes categorias taxondmicas, sino que el efecto
se encuentra a nivel de filotipos. Queda mencionar que la hipdétesis planteada donde se
espera un decremento en la diversidad de los oxidadores de amonio no sucedio, y mas bien,
se observd un recambio de filotipos, que si incrementan su abundancia en los suelos
conforme se prolonga el riego con agua residual a lo largo de los afos.

10.2 El uso de herramientas metagendmicas brinda una mayor profundidad en
la identificacién de microorganismos oxidadores de amonio.

Los avances tecnolégicos en las ultimas décadas han permitido desarrollar nuevas
herramientas para el estudio de comunidades microbianas. Una de estas corresponde a la
adaptacion de técnicas de secuenciacion masiva para el analisis directo de todo el material
genético presente en una muestra ambiental. Dichas aproximaciones metagenémicas han
permitido tener una visién mas amplia con relacién a la composicién y abundancia de una
gran variedad de genes, la identificacion de nuevas rutas biosintéticas y el descubrimiento
de nuevos microorganismos, sin la necesidad del establecimiento de un cultivo de por
medio (Daniel, 2005). Esta herramienta significd una revolucién desde su implementacion
ya que desplazé métodos como la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion
y de temperatura (DGGE y TGGE), secuenciacion de amplicones o inclusive ensayos
involucrados en la determinacion de la actividad microbiana (Nkongolo y Narendrula-Kotha,
2020).

Con base en ello, el uso de tecnologias aplicadas al metagenoma de la cronosecuencia
permitié la identificacion de nuevos grupos tanto arqueanos como bacterianos relacionados
con la oxidacién de amonio. La primera aproximacion partio de la identificacion y asignacion
taxondmica de fragmentos genéticos mediante el clasificador Kaiju, que identifica
secuencias codificantes en todos los marcos abiertos de lectura (ORFs) disponibles vy lo
coteja con una base de datos establecida (Menzel et al., 2016b). Con esta metodologia se
pudieron identificar secuencias que potencialmente podrian pertenecer a 11 grupos
diferentes, en comparacion con los 4 grupos encontrados mediante el gen 16S rRNA 'y los
2 grupos detectados mediante la secuenciacion del gen amoA. En comparacion con las
aproximaciones previas se mantienen los grupos Nitrosocosmicus y Nitrososphaera para
ambas aproximaciones, como se espera, al ser estos los dos grupos edaficos de AOA mas
importantes (Bhardwaj et al., 2023). Aunque en este caso la proporcion de Nitrosocosmicus
es mayor a la detectada previamente sobre todo en suelos irrigados, probablemente por ser
tolerante a grandes concentraciones de amonio (Jiang et al., 2023). Aunque otros grupos
minoritarios igual tienen representativos, destacando entre ellos Nitrosopolaris (0.05%).
Este género de distribucion tipicamente polar suele encontrarse en suelos oligotroficos de
la tundra y desiertos polares, aunque igual se han encontrado en suelos de praderas y
brezales. Sin embargo, su capacidad de asimilar pequefas moléculas organicas, su
potencial ureolitico y su maquinaria enriquecida de genes involucrados en la reparacion de
DNA le permiten adaptarse a suelos como los del Valle del Mezquital (Pessi et al., 2022).

En el caso de las AOB, Nitrosospira y Nitrosomonas se mantuvieron como los grupos
mas abundantes. Sin embargo, en comparacién con el analisis previo basado en el gen 16S
rRNA no se detectaron grupos con amplia representacion como MND1 y Ellin6067, que son
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reconocidas como AOB de suelos agricolas con una gran capacidad de tolerancia a
contaminantes como metales (Hargreaves et al., 2015; Wang et al., 2022). No obstante, dos
nuevos géneros fueron detectados en una abundancia notable: Nitrosococcus y
Nitrosovibrio. El primer género es dominante en lodos activados, plantas de tratamiento de
aguas residuales e inclusive en aguas residuales ricas en amonio, por lo que su presencia
en los suelos irrigados es esperada, aunque igual fue detectada en suelos de temporal
(Fumasoli et al., 2017; Juretschko et al., 1998). Nitrosovibrio por otro lado, parece estar
emparentada con Nitrosospira, ya que comparten caracteristicas (Ida et al., 2004). También
fue posible detectar de forma mas especifica especies de Nitrospira confirmadas como
comammox, algo que no habia sido posible con los analisis anteriores.

Ademas de aportar la taxonomia previa, el usar metagenomas también permite la
busqueda de genes especificos. A partir de la busqueda del gen amoA se pudo hacer una
nueva aproximaciéon taxonémica. La deteccién mediante el gen amoA de AOA mantuvo los
grupos mayoritarios detectados previamente mediante Kaiju, incluyendo secuencias cuya
definiciéon taxondmica aun esta pendiente al ser aislados o MAGs. Con base en esos
resultados se definid un nucleo conformado por 9 filotipos arqueanos asociados a
Nitrososphaera, Nitrosocosmicus, Nitrosopolaris y aislados ambientales. Posteriormente,
se forma un nuevo nucleo que involucra solo a los suelos irrigados, donde Nitrosocosmicus
aumenta en cuanto a su abundancia y diversidad en comparaciéon con los suelos de
temporal. Este resultado se observé previamente mediante los analisis realizados con Kaiju
y la previa secuenciacion del gen 16S rRNA, confirmando que Nitrosocosmicus juega un
papel importante en los suelos irrigados. Como se mencioné anteriormente, las arqueas del
género Nitrosocosmicus estan adaptadas a grandes concentraciones de amonio, pero que
ademas puede ser transportada por el agua residual y tiene un crecimiento éptimo en pH
de 7.5, en comparacion con otras arqueas cuyo pH 6ptimo es ligeramente acido (Xie et al.,
2021). De igual forma se sugiere la presencia de Nitrosopolaris, sobre todo en suelos
irrigados. Lo anterior debe investigarse mas a fondo ya que podria representar una
adaptacion poco conocida de este taxon. Nitrososphaera decrece su abundancia y se ve
sustituida por AOA no cultivables como se sugeria con la asignacién taxonémica mediante
el gen 16S rRNA Yy Kaiju. Por lo que es necesario llevar un analisis mas profundo para definir
taxondmicamente a estas abundantes arqueas.

Mediante el analisis de los genes amoA bacterianos se pudieron identificar 4 géneros:
Nitrosospira, Nitrospira, Nitrosomonas y Nitrisovibrio. Dichos taxones se habian identificado
previamente mediante los otros tipos de analisis, por lo que queda confirmado que ellos son
las AOB que habitan los suelos estudiados del Valle del Mezquital. Basado en la presencia
de estos, se identificd un nucleo compartido de 5 filotipos conformado por Nitrosospira y
Nitrosovibrio, dos géneros emparentados filogenéticamente y cuyas respuestas
ambientales suelen ser similares (Tang et al., 2021). Particularmente se observd que
Nitrosospira multiformis 'y Nitrosospira briensis son especies comunes en suelos
ligeramente alcalinos y que responden de manera positiva hacia la adicion de amonio, por
lo que encuentran condiciones 6ptimas en los suelos estudiados (Liu et al., 2021). Las
Nitrosomonas encontradas mediante estos analisis estan identificadas en grupos aislados
de suelos con alta resistencia al amonio, cuyo crecimiento éptimo puede darse en un rango
entre 6-8 de pH y que en algunos casos (N. ureae y N. oligotropha) pueden tener actividad
de ureasa (Kikuchi et al., 2023; Sentlirk et al., 2023). Esto justifica su existencia y
abundancia en los suelos irrigados con agua residual. Por ultimo, se detectaron secuencias
amoA correspondientes a un organismo comammox (Nitrospira sp. SG-bin1). Esto
representa una ventaja, ya que en la actualidad la seleccion de cebadores encontrados en
la literatura tiene limitaciones practicas, y el conocimiento sobre su diversidad, abundancia
y rol funcional en sistemas como el suelo se encuentra limitado (Lin et al., 2020).
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Finalmente se compararon las secuencias obtenidas de la secuenciacion de amplicones
y aquellas completas obtenidas de los metagenomas. Las secuencias de amoA arqueano
formaron grupos para Nitrosocosmicus, Nitrososphaera y Nitrososphaeraceae no definidos,
pero que estaban cercanos a Nitrososphaera. En general los grupos se mantuvieron en
comparacion a los obtenidos de la secuenciacion de amplicones, con la unica diferencia del
cambio en la clasificacion de alguno de ellos pasando de Nitrososphaera a
Nitrososphaeraceae. La definicion de estos grupos como ambientales es comun en estudios
metagendmicos, donde la informacién aportada llega a no definir por completo un taxén
(Wu et al., 2021). Sin embargo, la cercania presente en la topologia del arbol sugiere que
éstas se encuentran emparentadas filogenéticamente y por lo tanto son taxonémicamente
cercanas. Las secuencias obtenidas mediante los metagenomas se incluyeron en los
subgrupos previamente establecidos, por lo que pueden considerarse complementarias a
las obtenidas por la técnica de amplificacidon-secuenciacion de genes amoA.

Las AOB tuvieron un comportamiento diferente, ya que secuencias obtenidas
directamente de los metagenomas formaron un subgrupo independiente a lo previamente
encontrado en la secuenciacion de amplicones. ElI grupo denotado como
Nitrosomonadaceae no tuvo una definicion taxondmica especifica a pesar de encontrarse
cerca de Nitrosomonas. Por lo que podrian tratarse de algun grupo encontrado mediante
otra metodologia como Nitrosovibrio o inclusive secuencias sin una definiciéon taxonémica
hasta el momento. Nitrosomonas por otro lado fue complementado por una secuencia mas
lo cual refuerza la presencia y abundancia de este grupo sobre todo en suelos irrigados,
pero lo limitante que pueden llegar a ser los cebadores para el gen amoA de AOB usados
en el presente estudio (Meng et al., 2022). En cuanto a Nitrosospira las secuencias
encontradas complementaron las previamente obtenidas, justificando una buena cobertura
del cebador usado para dicho grupo (Rotthauwe et al.,, 1997). No fue posible detectar
secuencias amoA involucradas en comammox por problemas con su cobertura, aunque es
necesario mejorar la profundidad de analisis posteriores para determinar en mejor grado la
abundancia y diversidad intergénica de estos microorganismos.

La perspectiva metagendmica del presente estudio representd una aproximacion
acertada que permitid la confirmacién de los filotipos detectados por la secuenciacién de
amplicones, ademas, dio luz al descubrimiento de otros grupos no detectados previamente,
lo cual seguramente esta ligado al sesgo generado por los oligonucledtidos iniciadores para
la amplificacion. Los filotipos mayoritarios fueron detectados exitosamente, y tienen
importancia en el perfil funcional microbiano de los suelos regados con agua residual. Estos
resultados de comparacién metodoldgica ayudaron a confirmar el efecto gradual del riego
con agua residual sobre los oxidadores de amonio, particularmente sobre algunos grupos
y filotipos especificos. Con esto, se verificd la segunda hipétesis de trabajo, donde se
menciona que las herramientas metagendmicas ayudan a tener una definiciéon en la
identificacion y clasificacion en grupos oxidadores de amonio.

10.3 Efecto del cambio en la calidad del agua de riego sobre las comunidades
oxidadoras de amonio

El Valle del Mezquital ha aprovechado las aguas residuales provenientes de la Ciudad
de México por mas de 100 afos, sobre todo para la transformacion del uso de suelo con
fines agricolas. Recientemente, una planta de tratamiento de aguas residuales comenzo a
operar en la zona, lo que involucra un cambio de calidad de agua para el riego. Se hipotetizé
que el uso del agua de la PTAR acarreara cambios en la comunidad microbiana establecida
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en suelos regados por 100 afios con agua residual; de una manera similar a como pasé
desde el uso de agua residual tuvo sobre la nativa (Luneberg et al., 2018).

En general, no se observaron cambios significativos entre las columnas regadas con
agua residual y agua tratada, ya que mantienen tendencias similares en cuanto al ascenso
y descenso de los grupos oxidadores de amonio. Los presentes resultados pueden deberse
a diversas circunstancias, entre las que se encuentran: sesgos metodoldgicos, el
establecimiento de las muestras en el invernadero o la propia naturaleza del agua tratada
usada para los riegos.

Los problemas iniciales con relacién a la metodologia radicaron en el establecimiento de
las muestras. Los suelos correspondientes al sitio Las Palmas presentan un manejo técnico
diferente al de los suelos de Bojayito y Ulapa-Tetepango. EI manejo de los suelos de Las
Palmas involucra el uso constante de fertilizantes quimicos, asi como de pesticidas (C.
Siebe, comunicacién personal). Por lo que las condiciones iniciales de estos suelos pueden
ser diferentes a las de los otros suelos estudiados, ya que la acumulacién de éstos podria
representar un contaminante que podria estar seleccionando a la comunidad microbiana
(Walder et al., 2022). Aunado al punto anterior, otro punto a considerar es el cultivo y estadio
presente en los suelos estudiados. Estudios previos han demostrado que los estadios de
crecimiento vegetal pueden influenciar el establecimiento de la microbiota de suelos
agricolas (Schreiter et al., 2014). Los suelos de Bojayito y Ulapa-Tetepango contenian
alfalfa en estadios jovenes, mientras que, los suelos de Las Palmas presentaban estadios
mas avanzados (L. Mora, comunicacion personal), por o que su microbiota podria estar
adaptada a diferentes condiciones. Por otra parte, el desconocimiento de la estructura del
suelo en las columnas es otro factor para tomar en cuenta. Esto se observé en dos
columnas de Ulapa-Tetepango, en las que después del desmontaje se pudo observar una
estructura del suelo unica. En este caso un cumulo de suelo dominaba la parte central de
la columna. Esta estructura podria interferir con el flujo de agua del riego a través de la
columna, generando condiciones andxicas mas duraderas. Finalmente, la heterogeneidad
de los grupos iniciales puede deberse a que no todas las columnas fueron de forma continua.
Lo anterior sumado a la heterogeneidad del suelo puede agregar un sesgo inicial, a partir
del cual cada columna tendria un comportamiento singular.

De igual forma, se deben considerar errores metodolégicos que fueron cometidos
durante el desarrollo del experimento. Uno de ellos fue el establecimiento de las columnas
en el invernadero, donde la temperatura no fue constante debido a problemas en las
instalaciones. Estas fallas técnicas elevaron la temperatura ambiental en periodos de
tiempo correspondientes a dias. La temperatura es un factor ambiental primordial en el
establecimiento de las comunidades microbianas, especialmente en las relacionadas a la
oxidacion de amonio (Avrahami et al., 2003). Finalmente, la toma de muestra fue un factor
importante que debe ser considerado, ya que las deficiencias en la técnica podrian significar
no tomar una muestra significativa de la columna. Esto debido a que solo era posible tomar
muestra de la capa mas superficial, que es justo donde se podrian acumular las particulas
suspendidas de las aguas de riego (tanto en el agua residual y tratada). Por lo que es
necesario tener precauciones con relaciéon a la estrategia metodolégica en futuros analisis
relacionados a este experimento.

Ademas de los contratiempos metodolégicos, las propiedades del agua tratada usada
en el presente estudio son primordiales para explicar los resultados obtenidos. El agua
catalogada como tratada para los riegos de las columnas no cumplié con lo esperado en
cuanto a las caracteristicas esperadas de esta clase de agua. Esto debido a que el agua
tratada proveniente de la planta se mezcla con agua residual no tratada posterior a la salida
del efluente. Esta agua mezclada presento6 ligeras disminuciones en cuanto a carbono
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organico disuelto (COD), fluctuando en un rango de 17.5 — 23.2 mg C /L en comparacién
con el agua residual cuyo rango fue de 22.1 — 41.7 mg C /L. De igual manera no se
observaron cambios importantes en cuanto a su pH y CE (Alvarez Olivares, 2023). Aunado
a lo anterior, se confirmo una disminucion del N-NH4* en el agua de cruda a tratada de 35.9
— 28.3 a 21.8 — 16.4 mg/L respectivamente. Los valores correspondientes al agua tratada
se encuentran por debajo de los reportados en el agua residual usada en la zona (26 — 30
mg/L N-NH4") (Hernandez-Martinez et al., 2018), pero similares a otras aguas residuales
municipales no tratadas (10 — 22 mg/L N-NH4") (Hlavay et al., 1982; Kriska et al., 2018). Por
lo que la disminucion en la entrada de amonio en el sistema podria no significar una
variaciéon considerable para los microorganismos oxidadores de amonio. Esto debido a que
estudios previos han calculado que la concentracién minima de amonio para el crecimiento
de las AOB es de 1 uM, una concentracion muy por debajo de lo encontrado en suelos
agricolas (Bollmann et al., 2002). Con base en lo anterior, se observé que la disminucion
en la concentracién de N y COD del agua de la PTAR no es suficiente para influir de forma
repentina en los microorganismos oxidadores de amonio. Por lo que, se espera que los
cambios en la estructura de la comunidad oxidadora de amonio podrian verse reflejados en
una mayor cantidad de tiempo.

No obstante, los resultados demostraron que existen tendencias que podrian
desembocar en probables cambios en la comunidad oxidadora de amonio por efecto del
riego con agua tratada. En particular, la estructura de la comunidad oxidadora de amonio
bacteriana, que cambid en los suelos de Bojayito y Ulapa-Tetepango. En ambos sitios la
abundancia y la presencia de los grupos llevaron a, primero, causar un cambio sobre la
comunidad posterior al inicio de los riegos (R0), causada por la caida en la abundancia del
grupo MND1. Posteriormente, un cambio gradual se observa en los suelos entre los riegos
tempranos (R03-R08) y los riegos tardios (R12-R18). Sobre todo, con una ligera separacién
entre los sitios irrigados con agua residual y agua de la planta de tratamiento. Esto puede
deberse a las diferencias en la abundancia de Nitrosospira en Ulapa-Tetepango, y el del
mle1-7, MND1 y Nitrosomonas en Bojayito. Un incremento similar de mle1-7 y MND1 se
habia observado en suelos agricolas tratados con un biochar generado a 650 °C, cuya
calidad involucraba una menor carga de nitrégeno y fésforo como se espera en los riegos
con agua de la planta de tratamiento (Zhao et al., 2023). Mientras que, la caida en la
abundancia de Nitrosospira puede estar relacionada a la disminucion en la entrada de
amonio, llevando a una menor actividad oxidadora de amonio y por lo tanto un menor
crecimiento (Avrahami y Bohannan, 2007; Taylor y Bottomley, 2006).

Para el caso de la estructura de la comunidad oxidadora de amonio arqueana, ésta
cambio posterior al RO en Bojayito y Ulapa-Tetepango, probablemente por el aumento en la
abundancia relativa de Nitrosocosmicus. Sin embargo, en los riegos posteriores la
diferencia que se observa es pobremente explicada segun los graficos de ordenamiento,
revelando un nulo efecto de la calidad del agua sobre las AOA. Aunque el cambio posterior
al RO igualmente pudo deberse al efecto de aclimatacién de las AOA al invernadero,
desembocando en sesgos en los resultados. Dicho efecto ha sido reportado previamente
en diferentes experimentos llevados a cabo en invernaderos (Forero et al., 2019).

Por otro lado, los suelos correspondientes a Las Palmas no presentaron tendencias en
los analisis de estructura de la comunidad oxidadora de amonio, tanto arqueana como
bacteriana, en comparacion con los otros dos sitios estudiados. Esto puede ser atribuido a
las caracteristicas propias de estos sitios, ya que como se observé en Alvarez Olivares
(2023) tiene una menor cantidad de C y N, asi como un pH mas alto. Estos factores son
considerados determinantes en la determinacion de la abundancia y composicion de las
AOAYyAOB en suelos (Sun et al., 2019; Xiao et al., 2021). Ademas, es necesario considerar
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las diferencias en el manejo agricola de las parcelas donde fueron tomadas las muestras,
ya que este involucra el uso de fertilizantes y pesticidas (Akter et al., 2022). Por lo que el
manejo de estos suelos podria ser determinante en el establecimiento de una microbiota
diferente a los otros sitios, cuyas propiedades fisicoquimicas son mas similares entre si.

En consenso, los tres suelos estudiados bajo 100 afios de riego en la zona del Valle del
Mezquital, Nitrosocosmicus fue el género de AOA con mayor abundancia. Estos son suelos
con una constante entrada de nitrégeno en formas reducidas, por lo cual la amplia mayoria
de las AOA se ven afectadas por las concentraciones de amonio alrededor de 10-20 mM
(Gao et al., 2016). Sin embargo, la tolerancia de Nitrosocosmicus que suele ser comparable
ala de las AOB, le permite establecerse como la dominante (Jiang et al., 2023). Las arqueas
asociadas a aislados no cultivables fueron el segundo grupo en importancia, por lo que
deben tener mecanismos de tolerancia similares a Nitrosocosmicus. De forma inesperada,
Nitrososphaera fue un grupo minoritario a pesar de que se habia visto con una mayor
abundancia en los suelos de Las Palmas. Aunque dicho resultado es fundamentado solo
cuando el gen amoA es usado como reportero. Para las AOB, el grupo mayoritario de al
iniciar el experimento (RO) en dos de los tres sitios estudiados fue MND1, un grupo
bacteriano importante en la oxidacion de amonio y fijacion de N de suelos agricolas (Tang
etal., 2023). Dicho resultado es congruente con lo visto anteriormente en la cronosecuencia
(usando como referencia la asignacion taxonémica por el gen 16S rRNA), sobre todo en los
suelos con menos afos de irrigacion. Posteriormente, con el avance en los eventos de riego
este grupo se ve sustituido por Nitrosospira y Nitrosomonas, como se observa en ambos
analisis. Estos ultimos dos grupos fueron los otros grupos mayoritarios en los suelos de las
3 localidades como se esperaba, al ser las AOB mas abundantes en sistemas agricolas
como se describié anteriormente (Taylor y Bottomley, 2006).

La abundancia de los genes amoA también fue un indicador del efecto del agua tratada
sobre los oxidadores de amonio. Sobre todo, cuando se pone en relacién con la comunidad
general (cuantificacion del gen 16S rRNA). Las AOA de Bojayito y Ulapa-Tetepango
aumentaron su abundancia sin importar el tipo de agua que se usé para el riego, como se
espera en eventos continuos de irrigacion (Yang et al., 2017). Sin embargo, la pendiente de
crecimiento es mayor en Ulapa-Tetepango probablemente por las condiciones éptimas, en
relacion con la entrada constante de N al sistema. La abundancia de las AOA en Las Palmas
disminuyd, probablemente por la diminucién en la entrada de N por el agua residual, y la
insuficiencia del almacén de N para mantener la abundancia de las AOA.

Como se observo con la estructura de la comunidad, las AOB demostraron tener mayor
sensibilidad al cambio en la calidad del agua de riego. La abundancia de las AOB de Ulapa-
Tetepango disminuyd en relacién con la comunidad total en los suelos irrigados con agua
tratada. Mientras que en el caso de Las Palmas la tasa del aumento de abundancia en
relacion con la comunidad fue menor en comparacion a la calculada de suelos irrigados con
agua residual. En ambos casos, la diminucién en la entrada de amonio al sistema pudo
tener un efecto sobre la abundancia de sus AOB (Ouyang et al., 2016). De igual forma, el
agua residual suelo tiende a incrementar el pH del suelo, impactando sobre la abundancia
de las AOB, como se observa en todos los sitios (Zhang et al., 2012).

De igual manera, la razén de AOA/AOB es un indicador del efecto en el cambio de las
caracteristicas del suelo. En Bojayito y Las Palmas la relacion disminuyo
independientemente del tipo de agua usada para el riego, indicando una mejor adaptacion
bacteriana al cambio de la calidad de agua de riego (Ouyang et al., 2017). Mientras que, en
Ulapa-Tetepango el agua tratada tuvo un efecto negativo sobre las AOB, pero no sobre las
AOA, elevando la razdn casi tres veces mas. Asi, el crecimiento de las AOA y AOB en riego
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con agua residual no conllevé a cambios en su relacion, seguramente por el equilibrio en
los niveles de C y N.

Cambios en el almacén de C y N son el mayor efecto que puede llegar a tener el uso de
agua tratada sobre el agua residual en los suelos agricolas. Los cambios en ambos
almacenes de igual forma influyen de forma especifica sobre los microorganismos
oxidadores de amonio. Para las AOA, las muestras correspondientes al RO de Bojayito y
Ulapa-Tetepango se correlacionaron de forma significativa con el Ct, ya que en este punto
se encontré la mayor concentracién de este. Lo anterior se pudo observar en suelos
fertilizados mediante NPK, donde el carbono de los suelos se correlacionaba
significativamente con las AOA (Li et al., 2019). En Bojayito las muestras correspondientes
al R18 con agua residual, se correlacionaron mas fuerte con el Nt, ya que fueron las
muestras donde en promedio el Nt aumentd. Dicha asociacién se ve correlacionada con el
aumento en la abundancia relativa de Nifrosocosmicus, una agrupacién de AOA con alta
resistencia al amonio (la principal especie introducida por el agua residual) (Lehtovirta-
Morley et al., 2016). En Ulapa-Tetepango el Nt se asocié solo con una muestra irrigada con
agua residual en el R18. Esta asociacién puede deberse al incremento subito de las AOA
hacia el R18 con WW y del taxén Nitrosocosmicus, producto de la entrada continua de
nitrégeno al sistema (Jiang et al., 2023).

Un efecto similar se pudo observar en la correlacién de las AOB con el contenido de C y
N en ambos sitios. Los suelos de Bojayito presentaron una separacion en dos agrupaciones
en el R18, una para la comunidad de AOB de las columnas irrigadas con WW y otra para
las irrigadas con TW. EI Nt en este caso se asocié de forma significante con las irrigadas
con WW, probablemente por su mayor aporte de nitrdgeno en comparacion con la TW (Sun
et al., 2019). En Ulapa-Tetepango la asociacion del Nt con las AOB fue significante con las
muestras del RO, ya que en este caso era donde habia una mayor concentracion de
nitrogeno. Esto puede deberse al funcionamiento 6ptimo de las AOB a mayores
concentraciones de nitrégeno en los suelos (Ouyang et al., 2017). En Las Palmas, tanto
para AOA y AOB no hubo agrupaciones bien definidas. Aunque, en ambos casos tanto Cty
Nt estuvieron mas correlacionadas a los sitios del R18 ya que se observé un incremento en
el almacénde Ny C.
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11 Modelo conceptual

La oxidacion de amonio fue confirmada en los suelos agricolas estudiados mediante
sondas moleculares, aunque con diferencias tangibles entre ellos. Particularmente, estos
cambios fueron detectados en la composicién de la comunidad, asi como en su abundancia.
Esto se debe a que la comunidad microbiana oxidadora de amonio se caracteriza por
responder a estimulos ambientales como cambios en las caracteristicas fisicoquimicas del
sistema que habitan.

Los resultados del presente estudio permitieron entender el efecto que tiene el tipo de
agua de riego sobre estos microorganismos en suelos agricolas (Fig. 36). Los suelos de
temporal suelen recibir una cantidad limitada de nutrientes, que aunado a las practicas
agricolas han llevado a una disminucién en su almacén de carbono y nitrégeno. En ello se
ve reflejada la abundancia microbiana y en especifico de oxidadores de amonio en
comparacion con los suelos que fueron irrigados. Dichas deficiencias representan una
ventaja para las AOA por su capacidad captadora de amonio, definiéndolas como un grupo
mayoritario de oxidadores de amonio. De igual forma su diversidad se ve restringida en
general a dos grupos de AOA como Nitrososphaera y Nitrosopolaris, asi como uno de AOB
que es Nitrosospira.

Lluvia Agua residual . ) ua de la PTAR

NH4+INorg NH,*/ Norg
v
Suelos de temporal 25 afios 50 afios 100 afios B LP uT

pH 7.70 8.48

I
Ct 1.22
Nt

.

P.Xo L.\ Nitrososphaera/Nitrosopolaris? Nitrososphaera/Nitrosopolaris/Nitrosocosmicus Nitrososphaera/No cultivable/Nitrosocosmicus
\——_ S

AOB Nitrosospira Nitrosospira/Nitrosomonas MND1/Nitrosospira/Nitrosomonas

NH4*— NO2" NH4+—> NO2~ NH4+—> NO2~

Figura 36. Modelo conceptual de la influencia del agua usada en el riego sobre la estructura,
composicion y abundancia de los microorganismos oxidadores de amonio.

Los suelos que han sido regados con agua residual, por otra parte, tienen una entrada
constante de nitrégeno en forma organica y reducida (amonio), y de carbono. Este manejo
ha permitido el incremento gradual en la abundancia de los oxidadores de amonio en
general en relaciéon con los afos de riego. Ademas, fueron detectados otros grupos como
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Nitrosocosmicus (AOA) y Nitrosomonas (AOB) que no habian sido encontrados en los
suelos de temporal. Esto representa la mayor abundancia en comparacion con los otros
manejos. De igual forma se increment6 el pH y la CE, asi como la concentracion de
contaminantes como metales. Lo anterior se correlacion6 con un aumento en mayor
proporcion de AOB en comparacion de AOA.

Los suelos irrigados con agua de la PTAR tuvieron una respuesta diferente en
comparacion con aquellos que se mantuvieron bajo la irrigacién con agua residual cruda.
Si bien estos son suelos que han sido irrigados por 100 afios con aguas residuales, el uso
del agua reclamada ha llevado a una ligera diminucién en el almacén de carbono, pero no
asi en el de nitrégeno. Bajo estas condiciones, Nitrosocosmicus aumenté su abundancia
relativa en el caso de las AOA. Mientras que, en las AOB, MND1 pasé de ser el grupo
mayoritario inicial, a ser desplazado por Nitrosospira conforme se acumulan los riegos con
agua reclamada. Sin embargo, el efecto sobre la abundancia absoluta fue especifico para
cada sitio. En Bojayito, la abundancia de los oxidadores de amonio aumentd uniformemente.
En Las Palmas por otro lado la abundancia de las AOB aumentd y la de las AOA disminuy?,
mientras que, en Ulapa-Tetepango tuvo un efecto contrario incrementando las AOA y
disminuyendo las AOB. Estos resultados sin embargo pueden tener errores en relaciéon con
el muestreo, por lo que es necesario llevar a cabo nuevos experimentos sobre suelos
homogenizados y por una mayor cantidad de tiempo, asi como usar agua que provenga
directamente de la PTAR.

En general se observé que la comunidad oxidadora de amonio responde de forma
especifica a los cambios generados a largo plazo por el uso de agua residual en los suelos
agricolas. En particular se observo que la abundancia de esta comunidad es mayor en los
campos irrigados con agua residual cruda, seguidos por los irrigados con agua tratada y
finalmente los de temporal. Nitrososphaera (AOA) y Nitrosospira (AOB) estuvieron
presentes en todos los sitios estudiados, y probablemente Nitrosopolaris. Sin embargo,
Nitrosocosmicus (AOA) y Nitrosomonas (AOB) fueron detectadas en suelos irrigados con
agua residual, pudiendo resultar en un indicador para este tipo de practicas.
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12 Conclusiones

En el presente trabajo se analiz6 el aumento en la abundancia de los grupos
nitrificadores a partir de su proceso determinante: la oxidacién de amonio. El analisis se
llevd a desde tres perspectivas para la identificacion de oxidadores de amonio: mediante la
secuenciacién de amplicones del gen 16S rRNA, y del gen amoA, y del uso herramientas
metagendmicas. A partir de ellas, se encontré que el agua residual ha tenido un efecto
gradual sobre la comunidad oxidadora de amonio, en cuanto a composiciéon y abundancia.
Asi mismo, se investigo la posible influencia del cambio en la calidad de agua de riego sobre
todo en la abundancia de las AOB.

Usando una cronosecuencia de suelos regados por diferentes periodos de tiempo con
agua residual, se observé que el uso de agua residual para irrigar suelos agricolas se
correlaciona con cambios en la comunidad oxidadora de amonio. Contrario a lo planteado
en la primera hipétesis, no fueron detectados cambios significativos en la diversidad en los
microorganismos oxidadores de amonio en relacion con los afios de riego. No obstante, se
encontraron cambios sobre la estructura de la comunidad, que se ve reflejado en la
deteccién de nuevos grupos en los suelos irrigados como Nitrosocosmicus y Nitrosomonas.
De igual manera se observo un incremento gradual en la abundancia relativa y absoluta de
los oxidadores de amonio, confirmando la hipdtesis inicial de trabajo. Estos cambios se
atribuyeron al incremento gradual de pH, del almacén de C y N, asi como la acumulacion
de contaminantes como los metales.

En linea con la segunda hipétesis, se detecto la presencia de grupos de AOAy AOB que
no habian sido detectados mediante la secuenciacion de amplicones. Entre los grupos
destaca la presencia de AOA y AOB asociados con microorganismos no cultivables. De
igual forma destacé la presencia de arqueas asociados a Nitrosopolaris, un género no
esperado y del que es necesario profundizar en futuros estudios. Sin embargo, fue posible
obtener secuencias del gen amoA provenientes de los metagenomas que respaldan los
hallazgos provenientes de la secuenciacién de amplicones. Con lo anterior, podemos
asegurar que los metagenomas permitieron una mayor profundidad en el estudio de los
microorganismos oxidadores de amonio, particularmente en aquellos no detectados por
sesgos en la sonda molecular usada.

Finalmente, con relacion a la tercera hipétesis propuesta en el presente estudio, se
observd que el uso del agua de la PTAR-A no ocasiona cambios significativos en la
comunidad oxidadora de amonio de suelos irrigados con agua residual en el corto plazo.
Sin embargo, fue posible observar tendencias como cambios lentos y graduales sobre la
estructura de la comunidad oxidadora de amonio bacteriana. De igual manera se pudieron
observar cambios en la abundancia absoluta del gen amoA. De forma especifica en las
AOB, donde se puede apreciar en mayor grado la influencia de la calidad del agua, y puede
llegar a ser inclusive contrastante. Aunque es necesario llevar a cabo analisis durante
periodos de tiempo mas largos y con un agua tratada que sea significativamente diferente
al agua usada en el presente estudio.

En general, lo anterior corrobora que la calidad del agua usada para el riego de suelos
agricolas influencié el perfil funcional microbiano, en particular el relacionado con la
oxidacion de amonio. Dichos efectos se ven reflejados en la composiciéon de la comunidad,
asi como en su abundancia. Sin embargo, es necesario profundizar en otros mecanismos
involucrados en el ciclaje del nitrdgeno, o inclusive en otros ciclos biogeoquimicos.
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13 Perspectivas

Los suelos del Valle del Mezquital, Hidalgo, regados con aguas residuales mostraron
tener un gran potencial oxidador de amonio, asi como una comunidad definida seleccionada
por los cambios en las propiedades fisicoquimicas producto del riego.

Es necesario evaluar de forma individual el efecto que pueden llegar a tener los metales
presentes en los suelos sobre los oxidadores de amonio, ya que muchos de estos pueden
no ser toxicos, al ser micronutrientes o formar parte de enzimas como cofactores. De igual
forma, se pueden agregar otros metales no considerados en el presente estudio.

Se debera evaluar de forma individual la relacién que existe entre diferentes
contaminantes (incluyendo metales) con la comunidad oxidadora de amonio. De igual forma
incluir suelos con menos de 25 afos de riego con agua residual, para reconocer el efecto
del agua residual en plazos de tiempo mas cortos. Asimismo, incluir otros tipos de suelos
del Valle del Mezquital que de igual forma hayan sido regados con agua residual. Esto
ayudaria a entender la influencia del tipo de suelo sumada a la practica de riego con agua
residual sobre la comunidad oxidadora de amonio.

Nitrososphaera y Nitrosocosmicus fueron los grupos arqueanos, y Nitrosospira y
Nitrosomonas los bacterianos preponderantes detectados mediante tres perspectivas
metodolégicas diferentes. Sin embargo, por las técnicas usadas en el presente de igual
manera identificaron marcadores moleculares asociados a Nitrosopolaris, una AOA que no
es comun en estos sitios. Por lo que es necesario un estudio que pueda definir de mejor
manera este taxén. De igual manera, gran parte de las secuencias fueron asociadas con
organismos oxidadores de amonio sin una definicion taxonémica hasta el momento, por lo
que es necesario ahondar en estos grupos para posteriormente definirlos como probables
marcadores moleculares de estos suelos. De igual manera fueron identificados potenciales
grupos comammox (Nitrospira) que pueden llegar a representar una nueva perspectiva en
este estudio, por lo que es necesario su identificacion. Aunque por la dificultad en su cultivo,
se podria llevar a cabo un enriquecimiento de estos grupos acompafado de un analisis con
enfoque metagendmico podria ser un acercamiento optimo para su definicién taxondmica
y su contenido gendémico.

Ademas, es necesario evaluar la oxidacién de nitrito que corresponde al segundo bloque
en la ruta nitrificadora, para tener una perspectiva global del proceso. Como también
complementarse con procesos asociados al ciclaje de nitrdgeno que han sido reportados
previamente como la desnitrificacion o anammox. Lo anterior puede realizarse siguiendo un
protocolo similar al establecido en el presente estudio, solo acoplandolo a las sondas
moleculares propias de cada ruta.

Finalmente, es necesario llevar a cabo analisis que puedan cuantificar el potencial activo,
particularmente enfocado en transcritos o la propia actividad enzimatica. Esto para evaluar
de forma mas precisa el efecto del manejo en relacién con el agua de riego sobre la
actividad oxidadora de amonio.
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15 Anexos

Anexo A1. Rangos de las propiedades fisicoquimicas de las aguas utilizadas para el
riego de las columnas

Agua residual Agua tratada
(WwW) (TW)
pH* 7.2-8.5 7.16-8.2
CE (uS/cm)* 2005 - 2268 2174 — 2233
COD (mg C/L)* 221-417 17.5-23.2
NH4" (mg/L N-NH4") 28.3-35.9 16.4-21.8

* Datos tomados de Alvarez Olivares (2023)

Anexo A2. Tabla de analisis de calidad de los ensamblajes metagendmicos

Long(i:)“bd) total 4 contigs gr‘;?]t(;ge r(“pis) N50 L50

0 afios

metaSPAdes 543,797,268 689,075 45,562 762 239,226

MEGAHIT 433,443,090 520,344 48,056 811 173,984
25 afios

metaSPAdes 577,716,373 718,438 67,440 779 245,766

MEGAHIT 451,906,972 541,294 67,442 805 176,791
50 afios

metaSPAdes 570,986,091 690,693 55,139 802 228,247

MEGAHIT 185,886,715 195,189 35,958 955 57,302
100 arios

metaSPAdes 568,911,333 690,534 152,874 789 225,629

MEGAHIT 479,497,398 554,094 114,981 830 171,730
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Anexo A3. Concentracion de metales en los suelos de estudio.

Parcela Cd Co Cu Ni Pb Zn
(mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)
1 1.09 8.91 3.97 10.67 6.10 28.81
0 afios 2 1.02 9.44 3.51 9.72 6.04 27.87
3 1.06 9.03 0.00 9.72 6.34 28.28
1 1.12 8.16 6.52 13.21 7.25 44 .84
25 afios 2 1.30 8.54 10.20 14.88 7.80 53.78
3 1.20 9.05 4.23 14.23 6.63 36.70
1 1.20 7.04 11.79 13.49 9.50 64.74
50 afios 2 1.24 7.13 11.58 13.42 8.82 65.19
3 1.29 7.03 7.67 12.92 7.13 50.73
1 1.99 7.72 36.05 23.10 35.46 152.38
100 afios 2 2.08 7.86 32.32 21.39 31.11 138.14
3 1.71 8.18 27.18 18.97 26.69 111.19
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Abstract

Wastewater irrigation is a common practice for agricultural systems in arid and semiarid
zones, which can help to overcome water scarcity and contribute with nutrient inputs.
Ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and archaea (AOA) are key in the transformation of
NH,*-N in soil and can be affected by variations in soil pH, EC, N and C content, or accumu-
lation of pollutants, derived from wastewater irrigation. The objective of this study was to
determine the changes in the ammonia oxidizing communities in agricultural soils irrigated
with wastewater for different periods of time (25, 50, and 100 years), and in rainfed soils
(never irrigated). The amoA gene encoding for the catalytic subunit of the ammonia mono-
oxygenase was used as molecular reporter; it was quantified by gqPCR and sequenced by
high throughput sequencing, and changes in the community composition were associated
with the soil physicochemical characteristics. Soils irrigated with wastewater showed up to
five times more the abundance of ammonia oxidizers (based on 16S rRNA gene relative
abundance and amoA gene copies) than those under rainfed agriculture. While the amoA-
AOA: amoA-AOB ratio decreased from 9.8 in rainfed soils to 1.6 in soils irrigated for 100
years, indicating a favoring environment for AOB rather than AOA. Further, the community
structure of both AOA and AOB changed during wastewater irrigation compared to rainfed
soils, mainly due to the abundance variation of certain phylotypes. Finally, the significant
correlation between soil pH and the ammonia oxidizing community structure was confirmed,
mainly for AOB; being the main environmental driver of the ammonia oxidizer community.
Also, a calculated toxicity index based on metals concentrations showed a correlation with
AOB communities, while the content of carbon and nitrogen was more associated with AOA
communities. The results indicate that wastewater irrigation influence ammonia oxidizers
communities, manly by the changes in the physicochemical environment.
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Introduction

Water scarcity has become a major concern of public policies around the globe. The 2030
Water Resources Group and the UN have forecasted shortfalls of nearly 40% of this resource
by 2030 [1]. In arid and semiarid regions the problem is even worse, since less than 1000 m® of
available water per capita per year is projected for 2050 [2]. In order to face the water crisis in
these regions, many institutions are proposing to reuse reclaimed water or wastewater for
urban, industrial and especially agricultural purposes [3].

Irrigation of crop fields with partially treated wastewater can satisfy not only water require-
ments, but also those of nutrients, since depending on the treatment degree it also supplies
organic matter and reduced nitrogen forms (NH4*-N and organic-N) to the plants [4]. Never-
theless, the prolonged use of wastewater fosters the accumulation of pollutants such as metal
(oid)s or xenobiotics in the soils [5, 6], and can affect the soil physicochemical characteristics,
depending on the water quality. For example, when untreated wastewater is used, soil organic
carbon, total nitrogen, phosphorous, salinity, sodicity and metal(oid)s concentrations increase
over time [7, 8]. These soil physicochemical disturbances also induce changes in the microbial
community and biogeochemical profile of the irrigated soils. Agricultural rainfed soils have
shown a similar bacterial community structure to those in the nearby shrubland; while the
communities in those irrigated with wastewater differs, with increasing abundance of Proteo-
bacteria and Bacteroidetes [9]. The 16S rRNA gene-based predictions suggest changes in N-
cycle process because of the introduction of wastewater in these soils, such as increases in the
potential of denitrification, confirmed with activity assays [5]. However, the changes in the
functional community structure of microorganisms involved in the N-cycle deserve more
detailed attention, due to the environmental implications of excess in N-application to crops
and the consequent pollution of groundwater or air, with nitrate leaching [10] or by N,O emis-
sions [11], respectively.

Reclaimed water or wastewater contains several N-forms (mainly NH," and organic N),
and many soil prokaryotes associated to the N-cycle will be affected depending on the irriga-
tion water quality. The microbial communities involved in the redox reactions of the N-cycle
have shown to be sensible to pH changes, carbon and nitrogen sources and concentration, sali-
nization or even contaminants. Ammonia oxidation is carried out by ammonia-oxidizing
microorganisms (AOMs) and is a central step in the global nitrogen cycle. AOMs comprise
Ammonia Oxidizing Bacteria (AOB), Ammonia Oxidizing Archaea (AOA), Complete Ammo-
nia Oxidizers (comammox), and Anaerobic Ammonia Oxidizing Bacteria AnAOB [12]. AOA
and AOB are primordial in nitrification and in the N-cycle, and these groups are widely dis-
tributed in different niches but sensible to physicochemical variations, so they are considered
as soil quality markers [13-15].

The relationships between the ammonia oxidizers and the environment have been widely
studied. pH is considered to be one of the main drivers for ammonia oxidizer community
composition: in some soils the presence and abundances of ammonia oxidizing archaea
(AOA) such as Nitrososphaera and Nitrosotalea are associated with low pH values (pH ~4-6)
[16, 17], while those of Nitrosospira (an ammonia oxidizing bacteria (AOB)) are associated
with alkaline pH values [18, 19]. Also, AOA can grow autotrophically, while AOB are also able
to grow mixotrophically or heterotrophically, as observed for Nitrososphaera and Nitrosotalea
[20, 21], allowing them to compete in systems enriched with small concentrations of organic
compounds. For example, in some studies, soil organic carbon contents correlate negatively
with the size of the AOA community, while the AOB community has a greater ecophysiologi-
cal diversity and covers a broader range of habitats [22]. The ammonia oxidizers also have
shown response to different fertilization regimes, as the resistance and resilience observed in
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AOA communities for organic amendments or in AOB communities after the application of
inorganic N-fertilizers [23]. However, the dominance of Nitrosospira species such as N. brien-
sis, who is known by its survival strategies in environments with fluctuating NH," environ-
ments, supports that some AOB can adapt to different niches [24]. In addition, the
concentration of N-species is correlated to abundance and community structure of AOA and
AOB. For example, at sites where ammonia is scarce (e.g., oceans), AOA such as Nitrosopumi-
lus maritimus tend to be more abundant, while some AOB as Nitrosomonas tend to be adapted
to large concentrations of ammonia [25]; on the other hand, a negative effect of NO;  on AOA
has been reported in soils [26]. Finally, pollutants also play a determinant role for ammonia
oxidizer communities, where antibiotics can have a negative effect on AOB but not on AOA
(36); and high zinc contents affected AOA while AOB showed a greater resilience [27].

In the current study, we evaluated the influence of prolonged wastewater irrigation on the
ammonia-oxidizing microbial community of agricultural soils. The objective was to determine
the changes in the community composition, abundance, and diversity of AOB and AOA in
soils irrigated for 25, 50, and 100 years with wastewater irrigation, and to compare them with
those of rainfed agricultural soils (0 years). The amoA gene from AOA and AOB was selected
as a molecular marker for barcoding analysis, as this encodes for the catalytic domain of
ammonia monooxygenase [28], and has been largely used as a genetic marker. Additionally,
physicochemical soil properties were registered and associated with the changes in the ammo-
nia oxidizer community. We hypothesize that wastewater irrigation will gradually change the
physicochemical conditions of the soil and will impact the microbial community including
ammonia oxidizers, boosting their abundance, and altering the native community structure.

Materials and methods
Site description

The studied area is located in the Mezquital Valley (MV), a semi-arid region in Central Mexico
60 km north of Mexico City. It is placed in the High Mexican Plateau at 1700-2100 m above
sea level. The average annual temperature is around 18°C, with a delimited rainy season from
June to September with an average annual rainfall between 400 and 600 mm. The native xero-
phytic vegetation was substituted by an intensively managed agricultural system, where the
main crops rotate between maize (Zea mays) and fodder crops like lucerne (Medicago sativa).
The land-use change is a result of an irrigation scheme with untreated municipal wastewater
from the Mexico City Metropolitan Area for several years.

The wastewater for irrigation is distributed through large open but mainly lined canals, and
from these derived to the fields by secondary mainly unlined channels. Therefore, the agricul-
tural area contains units with different age of irrigation depending on the date that the waste-
water distribution net was constructed, generating an irrigation chronosequence scheme
within the valley since this management started, more than a century ago [29]. Yet, some areas
within the agricultural district are rainfed fields or freshwater irrigated crops using local wells
[9]. Phaeozems are the dominant soils in the area, with the presence of Leptosols and Vertisols.
These soils are in general neutral to slightly alkaline, where the wastewater irrigation process
have favored the increases of soil organic matter stocks [30].

Some of the wastewater physicochemical characteristics and pollutants has been reported
through time, yet this composition varies depending on the sampling date (S1 Table in S1
File). The pH values reported are from 6.7 to 8.9, an electrical conductivity (EC) of 930-

2264 pS/cm, total organic carbon of 35-188 mg/L, and organic-N and NH," as main N forms,
the presence of some metals and pharmaceuticals have been also determined. Wastewater
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irrigation is performed by field overflow, where each field receives a mean of 10 irrigations per
year, each one of about 200 mm.

Sampling and processing

To study the progressive effect of wastewater irrigation over ammonia oxidizers in agricultural
soils, a chronosequence based on the irrigation time was established. Plots under this wastewa-
ter practice for 25, 50, and 100 years were selected, sampling three plots per irrigation interval,
considering also three rainfed fields (0 years) as controls. The sampled soils were classified as
Phaeozems, without crop cover at the sampling time, and collected in the Tula-03 irrigation
district within a range of 16 km (S2 Table in S1 File). The rainfed site is managed under a tradi-
tional scheme with farmyard manure fertilization without information on the amount applied,
where maize is cultivated once a year; the plots are at 2 km distance from the nearest fields
recently irrigated with wastewater. The 25- and 50-years irrigated plots are at ~16 km distance
from the control site, while the 100-years site is at 12 km from the rainfed site, and at 10 km
from the 25- and 50-years irrigated plots. To ensure the representativeness of the site, the sam-
pling design consisted of four equidistant longitudinal transects which were parallel to the irri-
gation channel, as it has been observed that pollutant concentration varies in parallel by the
overflow irrigation process. Superficial bulk soil samples (0-10 cm) were collected with a corer
(2.6 cm diameter) along each transect at 10 m distance, consisting of 25-33 cores per transect
depending on the plot length. The soil cores collected at the four transects were mixed per
plot, to obtain a composite sample per field (February 2020). The collected soil (0-10 cm) was
deposited in sterile recipients and kept at 4°C in darkness for transportation to the laboratory
(5 h). The soils were then sieved with a 2 mm mesh to remove rocks and vegetal material, and
homogenized to keep representative fresh soil samples, which were collected in 50-mL sterile
conical tubes and preserved at -20°C until DNA extraction. The remanent soil was processed
for physicochemical characterization as mentioned below.

Physicochemical characterization

The samples were air dried in the darkness for 72 h and subsequently homogenized and again
sieved with a metallic mesh (2 mm) and stored. pH, and electrical conductivity (EC) were
determined in air dried samples following standard protocols based on Sparks et al. [31]. Soil
pH and EC were measured in saturation extracts.

For elemental characterization soil samples were grounded to pass through a 0.180 mm
sieve. Total C (TC) and N (TN) were determined with a 2400 Series [l CHNS Elemental Ana-
lyzer (PerkinElmer) calibrated with the LECO CNS 2000 standard. Organic C (OC) was deter-
mined in sample aliquots after removal of carbonates using 5 N HCI. Metals such as Cd, Co,
Cu, Ni, Pb, and Zn were measured in HNOj3-digested soil samples (Anton Paar Multiwave
3000 for 10 min) by ICP-OES (Perkin Elmer ICP-OES Optima 8300) [32].

DNA extraction and PCR

Total DNA was extracted from 0.25 g of previously processed soil samples using PowerSoil ®
DNA isolation Kit (Qiagen) according to manufacturer instructions. The obtained DNA was
then quantified using a Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific) with a Qubit dsDNA
HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific) and stored at -20°C for further analysis. Firstly, we
employed a 165 rRNA gene amplicon sequencing approach to know the composition of the
prokaryotic assemblages (Bacteria and Archaea) using the V4 region of the 16S rRNA gene
with the primers 515F/806R (with a barcoded reverse primer, a MiSeq adaptors), following the
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protocols of Caporaso et al. [33], the PCR conditions and amplification protocols can be con-
sulted in Aguilar-Rangel et al. [34].

The amoA genes from AOA and AOB were amplified with the primers Arch-amoAF/Arch-
amoAR [35] for AOA, and amoA-1F/ amoA-2R [36] for AOB. The primers contain additional
specific MiSeq-tailed sequences. PCR reactions were 25 pL containing: template DNA (~15 ng
per reaction), 1x PCR buffer (Mg®" free), 1.5 mmol/L MgCl,, 0.4 uM of each primer, 200 uM of
each deoxynucleotide triphosphate, dimethyl sulfoxide 5%, and 1 U of ExTaq DNA polymerase
(Takara ExTaq) (Takara Bio Inc.). The amplification protocols consisted in i) an initial step of
denaturation at 95°C (5 min), followed by ii) 35 cycles of amplification including a denaturing
step (95°C, 1 min), an annealing step (specific for each primer set, 1 min) and an extending step
(72°C, 1 min), and iii) a final extension at 72°C for 10 min. The annealing temperature of amoA
of AOA was 53°C and 60°C for amoA-AOB. Dual indices were added to the amoA-amplicons
with the Nextera XT Index Kit in a second PCR for eight cycles. Individual barcoded amplicons
were diluted and purified in 10 mM Tris (pH 8.5) and pooled at 9 pM equimolar concentration.

Finally, the 16S rRNA amplicons were paired-end sequenced on an Illumina MiSeq plat-
form at the Yale Center for Genome Analysis (CT, USA), while the amoA genes were single-
end sequenced in a MiSeq platform with a MiSeq Reagent Kit V3 (2x250 cycles) at CINVES-
TAV-Mérida, Mexico.

Sequences analysis

The analysis of the 16S rRNA and amoA gene sequences was performed with the QIIME2
(2021.4) pipeline (https://qiime2.org) [37], using the parameters reported in Aguilar-Rangel
et al. [34]. The sequences were classified with the Silva database as reference (silva-138-99-515-
806-nb-classifier.qza, released in November 2020) (http://www.arb-silva.de).

The amoA raw sequences were demultiplexed using the “q2-demux” plugin and then their
quality was verified (314,755 raw reads obtained). Sequence filtering was carried out by the
DADA2 method (trimming at 250 pb) resulting in 300 representative sequences or ASVs
(sequences with 100% nucleotide identity) obtained from 144,696 filtered, denoised and non-
chimeric reads [38]. Then, these ASV's were collapsed using the “q2-vsearch” plugin to gener-
ate OTU at 95% of identity according to Yu et al. [39]. A manual data curation was performed
to confirm that every OTU was associated with previously reported amoA genes and no pseu-
dogenes with stop codons were present. The curated data were rarefacted using the “rarefy_e-
ven_depth” tool from package ‘phyloseq’ (in the R platform) to the minimum number of total
counts per sample resulting in 1,446 counts per sample for AOA and 2,587 for AOB, to stan-
dardize the same number of counts (S1 Fig in S1 File). The amoA sequences were aligned
using MUSCLE method from SEAVIEW software [40]. From the multiple alignments, a
Neighbor-Joining tree supported by Jukes-Cantor distance method was built for alpha and
beta-diversity analysis, and for taxonomic affiliation, a new Neighbor-Joining using the K2P
distance method, and 1,000 replicates were built.

BioSample metadata is available in the NCBI BioSample database (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/biosample/) under accession numbers SAMN28921204, SAMN28921205,
SAMN28921206 and SAMN28921207 (BioProject PRINA847174). Raw data sequence data is
available in SRA-NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), with the accession num-
bers in the Supporting information material.

Gene quantification

The amoA genes from AOA and AOB were quantified using SYBR green technology using
total DNA from each sample as template. The assays were performed employing a StepOne

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299518  April 11, 2024 5/25

118



PLOS ONE

Ammonia oxidizing microorganisms in agricultural soil

Real-time PCR System (Thermo Fisher Scientific). A standard curve was built using serial dilu-
tions of purified PCR products from extracted total DNA for each assay. Each reaction has a
final volume of 10 pl and was prepared using 1x Premix Ex Taq Bulk (Takara Bio Inc.), 1x
ROX Reference Dye, 0.2umol/L of the forward and reverse primers and 1ng of template. The
cycling program consists in one initial denaturing cycle at 95°C (5min); and 40 amplification
cycles [95°C for 1min; an annealing temperature depending on the primer pair for 45 s, and
72°C for 30s]. At the end of the program a melt curve was generated to verify the quality of the
products and the assay (absence of primer dimers and amplification of only one band). The
program for the melt curve is: an initial step was 95°C for 15s, followed by a cycle of crescent
temperature (+0.5°C every 15s), starting at 60°C and finalizing at 95°C for every amplicon.

Statistical analysis

Diversity indexes calculation and principal coordinate analysis (PCoA) were performed using
‘phyloseq’ package from R (version 4.1.0). The PCoA analysis was supported by the weighted
unifrac distance method. PERMANOVA test (999 permutations, paired) was implemented to
found significant differences in community structure and their abundance using “betadisper”
and “permutest” functions from the R package “vegan”. Spearman and Mann-Whitney probes
were realized in GraphPad Prism 6 to identify statistical significance for environmental and
biological parameters.

Results
Soil physicochemical and microbiological characteristics

The soils at the sampled sites have been previously classified as vertic or haplic Phaeozems
[41]. Duration of wastewater irrigation influenced the physicochemical characteristics of the
top soil (Table 1), where most of the measured properties increased with irrigation time
including pH, electrical conductivity (EC), total carbon content (TC), total nitrogen (TN) and
organic carbon (OC). The pH did not show a significant change with time, but the average
value increased from 7.70+0.06 in the rainfed soils, to ranges between 8.4-8.5 in the irrigated
soils. EC, and concentrations of TC, TN and OC increase between sites irrigated for 25 years
and 50 years reaching almost twice the concentrations observed in rainfed fields, while con-
centrations of TC, TN and OC in soils irrigated for 100 years do not differ from those mea-
sured in soils irrigated for 50 years.

The calculated toxicity index (TI) based on the equation proposed by Azarbad et al. [42],
which is based on the metal concentration in the soil shows a progressive increase with dura-
tion of irrigation years, resulting in an almost 7-fold larger value in soils irrigated for 100 years
in comparison with rain-fed soils. Mainly, the concentration of Cu, Ni, Pb and Zn increased
through years peaking at 100 years (S3 Table in S1 File).

Table 1. Physicochemical characteristics of the sampled top soils.

Years pH EC (dS/m) TC (%) OC (%) TN (%) TI*
0 7.70 + 0.06" 0.68 + 0.09° 1.22 +0.09 1.17 £ 0.07° 0.13+0.01° 375 +41°
25 8.42 +0.04° 1.95 +0.23° 1.99 +0.41° 1.82 +0.44% 0.20 + 0.04™ 587 + 120"
50 8.48 +0.03" 2.36 + 0.88" 2.45+027° 2.18 +0.31° 0.23 +0.02° 764 + 119*
100 851+0.11° 1.42 +0.08%° 2.26 +0.14° 2.06 +0.22° 0.24 +0.02° 2164 + 312°

Different letters indicate significant differences among fields with different duration of irrigation (p < 0.05)

* TI (Toxicity index) was calculated based on Azarbad et al. [42]

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299518.t001
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AOA and AOB abundance

Duration of wastewater irrigation affected the relative abundance of the prokaryotic commu-
nities associated with ammonia oxidation processes, here assessed by 16S rRNA and amoA
genes. Firstly, the 16S rRNA gene survey showed that the relative abundance of AOA (Nitroso-
sphaeria) increased from 6.86% in the rainfed soils, to 12-16% in the irrigated soils; while the
potential AOB slightly increased from 1.16% in the rainfed soils, to 1.92% in the soils irrigated

for 100 years (Fig 1).

The quantification of amoA genes confirmed this trend, where the number of amoA-AOA
gene copies was highest in the soils irrigated for 50 years (7.27 x 10° amoA copies / g dry soil),
followed by the soils irrigated for 25 and 100 years (Fig 2A). The amoA-AOB gene copies ran-
ged from 1.11 x 10°-2.13 x 10° amoA copies / g dry soil in the soils irrigated with wastewater,
increasing significantly after 25 years under irrigation, and keeping a similar number of gene
copies thereafter (Fig 2B). These gene counts indicate that AOA are more abundant than AOB
in all the studied soil, but especially for the wastewater irrigated soils. The number of 16S
rRNA gene copies also increased significantly in the irrigated samples, by almost one order of
magnitude (Fig 2C). Therefore, to know the real increment in relation with the microbial bio-
mass, ratios between amoA and 16S rRNA gene abundance were calculated. The number of
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Fig 1. Relative abundance of potential ammonia oxidizers by a 16S rRNA gene survey. a) Potential AOA. b) Potential AOB.
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archaeal amoA gene copies related to the 16S rRNA gene copies (amoA AOA:16S rRNA) do
not vary through time, except for 50 years where the ratio was significantly larger (Fig 2D).
While the changes in the amoA AOB:16S RNA ratio suggest a constant increase until 50 years
but increasing significantly after 100 years. Further, the relation between AOA and AOB
amoA genes showed a reduction in the relation to almost 1.6:1 copies of AOA over AOB dur-
ing 100 years of irrigation (Fig 2D).

Ammonia-oxidizing community diversity and structure

The composition of the archaeal and bacterial ammonia-oxidizing communities was analyzed
using the sequences of the amoA genes by Illumina MiSeq. The amoA-AOA gene sequences
showed a higher number of ASVs (154 ASVs) than the amoA-AOB (112 ASVs). Nevertheless,
the amoA-AOB sequences showed a higher diversity than its AOA counterpart, based on the
Shannon index (Fig 3). For both groups, the detected diversity is significantly smaller (p-
value < 0.05) in the soils irrigated for 25 years in comparison to the rainfed fields. Only for
AOB, a gradual increase in the diversity of amoA-AOB genes can be noticed as duration of irri-
gation increases from 25 to 100 years (Fig 3).

The ammonia-oxidizing community structure also changed according to the duration of
irrigation with wastewater based on the presence and abundance of the sequences (Fig 4). In
the case of amoA-AOA communities, the use of wastewater for irrigation changed the
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community structure, separating the samples from rainfed fields from the irrigated samples in
the ordination analysis (Fig 4A). A similar situation was found for the amoA-AOB communi-
ties (Fig 4B), where the rainfed and wastewater irrigated soils were separated between them,
but not among the duration of irrigation (i.e., 25, 50 and 100 years), indicating that the struc-
ture of the community of ammonia oxidizers is similar in mid to long term irrigated soils. In
general, it was observed that AOA communities from rainfed soils are significantly different
from wastewater irrigated soils, and AOB are tending to be different but in a lesser degree (S4
Table in S1 File).

Taxonomic affiliation of the amoA gene sequences

The amoA gene sequences were collapsed in OTUs with 95% identity, resulting in 22 OTUs
for AOA. Then, a phylogenetic tree was constructed to affiliate the sequences with other ones
reported in databases. The archaeal amoA sequences were clustered within two groups related
to the Nitrososphaera and Nitrosocosmicus genera (S2 Fig in S1 File). The Nitrososphaera
group contained most of the sequences, representing >99% of the relative abundance of
archaeal amoA genes found. This group was further divided into four subclusters, of which
three were related to uncultured samples (subclusters I, IT and IV), and one to Nitrososphaera
viennensis, Ca. Nitrososphaera everglandensis and Nitrososphaera gargensis (subcluster III)
(Fig 5A). The Nitrososphaera subclusters I, II, and III contained most of the phylotypes at all
the irrigation conditions, and with no significant differences among them (Fig 5A). In con-
trast, the Nitrososphaera subcluster IV contained just one phylotype (<0.1% of relative abun-
dance) (Fig 5B), which was found only in soils irrigated for 50 and 100 years with wastewater.
Similarly, the Nitrosocosmicus subcluster I appeared in the irrigated soils (Fig 5C), at a low rela-
tive abundance (<0.3%) but was absent in the rainfed soils. Although no significant changes
on these major archaeal groups belonging to Nitrososphaera were detected, it was possible to
observe variations in their OTUs (S3 Fig in S1 File). For example, Archl and Arch5 seem to
increase with the duration of wastewater irrigation, while Arch2 and Arch3 diminish, or are
below the detection limits, as Arch7 and Arch9 (Fig 5D).

The 30 OTUs of ammonia oxidizing bacteria were separated in two groups associated with
Nitrosospira and Nitrosomonas, being the first one the most abundant with 29 phylotypes and
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representing >99% of the relative abundance (S4 Fig in S1 File). This Nitrosospira group was
divided in four subclusters named according to the association with: Nitrosospira sp. NpAV
and Nitrosospira lacus (subcluster I), Nitrosovibrio sp. Nv4 and Nitrosospira multiformis (sub-
cluster II), environmental clones of Nitrosospira (subcluster III), and Nitrosovibrio tenuis and
Nitrosospira briensis (subcluster IV). The Nitrosospira subclusters II, IIT and IV were found in
all the irrigated fields representing most of the amoA-AOB sequences, with a relative abun-
dance of 45, 49, and 5.4% in average, respectively; and did not differ significantly among fields
irrigated for different length of time (Fig 6A). Though soils irrigated for 50 years show largest
abundances in subcluster II, and decreasing abundances as irrigation length increases in sub-
cluster III. The Nitrosospira subcluster I and the Nitrosomonas subcluster I only contained
OTUs from the soils irrigated with wastewater, and with a maximum relative abundance of 2
and 1%, respectively (Fig 6B and 6C). The Nitrosomonas cluster only contained one OTU,
closely related to Nitrosomonas mobilis and Nitrosomonas stercoris, and represented <0.6% of
relative abundance in average (Fig 6C, S4 Fig in S1 File). Similar to Archaea, the bacterial
amoA-OTUs also showed a differentiation by phylotype according to the duration of irrigation
(S5 Fig in S1 File). The Nitrosospira-like OTUs such as, Bactl and Bact9 presented a large
increase in the wastewater irrigated soils with respect to rainfed soils, up to 185 and 19-times,
respectively (Fig 6D), while other ones such as Bact8, Bact11 and Bact19, were only detected in
irrigated soil. Bact5, Bact6, Bact12 and Bact16, tended to decrease as the soils are irrigated with
wastewater or were not detected (Fig 6D).

Association of AOA and AOB with the soil physicochemical properties

Canonical correspondence analysis (CCA) was carried out to assess relations between the
AOA and AOB community structures and their physicochemical soil environment, based on
the amoA sequences. The amoA-AOA communities formed two clusters, one containing the
communities found in rainfed soils, and one with the communities found in wastewater irri-
gated soils. The irrigated soils were significantly associated with properties such as pH, TN and
the toxicity index (TI), the latter was particularly related with the soils irrigated for 100 years
(Fig 7A). The amoA-AOB community presented three clusters consisting of: i) rainfed soils, ii)
soils irrigated for 25 and 50 years, and iii) soils irrigated for 100 years (Fig 7B). The physico-
chemical properties explaining the observed grouping were those of the wastewater irrigated
soils, similar to the observations found for the AOA community, where the soils irrigated for
100 years was closely correlated to the TI.

In addition, a Spearman correlation test was performed to analyze the correlation between
the abundance and diversity of AOA and AOB, with the soil physicochemical characteristics
(Fig 8). For diversity, there was no significant correlation between the Shannon index and the
surveyed soil properties, although a correlation of 0.8 was found between the AOB H’and pH,
TN and TI. The abundance of armoA gene copies did show positive significant correlations,
where AOA was correlated with carbon forms (TC and OC), while AOB correlated with pH,
TN and TI. In relation to the AO taxonomic affiliation, there was not a significant correlation
between the different AOA groups with the environmental attributes; however, Nitrososphaera
subcluster I stands out for a negative correlation between pH, TN and TI with a value of 0.8. In
the case of AOB, Nitrosospira-subcluster I had a significant positive correlation with EC,
besides a strong correlation with carbon sources (0.8), while the Nitrosospira-subcluster II cor-
related with carbon (TC and OC), and showed a strong positive correlation with pH and CE
(of 0.8). Finally, Nitrosospira-subcluster III despite not showing significant correlations, there
were negative robust ones with pH, TN and TI (Fig 8). Finally, at OTU level, there was a strong
correlation with some of the physicochemical properties, without a clear tendency. For
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Fig 6. Relative abundances of bacterial amoA clusters and the detected OTUs based on their phylogenetical
associations. a) Bacterial ammonia oxidizers groups; b) Nitrosospira subcluster I; ¢) Nitrosomonas subcluster I; d)
heatmap from AOB representative OTUs. The identity of the OTUs is defined by the prefix Bact (v.g., Bactl).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299518.9006

AOA-OTUs, two phylotypes belonging to different Nitrososphaera subclusters presented a sig-
nificative correlation (p values <0.05) with the concentration of soil carbon (TC and OC), one
of them positive (Arch4), and another one negative (Arch.7). AOB phylotypes presented a sim-
ilar behavior, since some OTUs significantly correlate positively with pH, TN and TI (Bact10
and Bact11), while one presented a negative correlation (Bact5) with these same soil character-
istics (S5 Table in S1 File).

Discussion

Most of the microbiological studies on wastewater reuse in agriculture have monitored the
innocuity and environmental risks of the cultivated crops [29], but only few studies have
assessed the impacts on the soil microbial community [43, 44], and their potential biogeo-
chemical profile. In the studied area, Friedel et al. [5] determined microbial biomass and respi-
ration as well as some enzyme activities in topsoil samples irrigated for different length of
time. While Broszat et al. [45] identify that wastewater irrigation increases the potential patho-
gens after the irrigation for 100 years, and Liineberg et al. [9] showed the changes in the struc-
ture and functionality of the bacterial. In this study, we considered to survey a microbiological
key functional soil group, such as the ammonia oxidizers after continuous irrigation for 100
years with organic N compounds and ammonia contained in wastewater, cycling the excess of
N compounds in the agrosystem. These communities showed changes in their number, com-
position, and taxonomic affiliation, which can be related to long term changes in some of the
soil’s properties, as here showed.
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Fig 7. Canonical Correlation Analyses (CCA) of the ia oxidizing ¢ ities and their significant correlations with the soil physicochemical

characteristics. a) for AOA; and b) for AOB. The nomenclature of all samples corresponds to irrigated years and the number of the sampled plot (v.g., 0y.1).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299518.9007
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Municipal wastewater from Mexico City has been increasingly used for irrigation of agri-
cultural fields over the last century. Previous studies based on functional predictions suggest
that processes such as nitrification can be increased due to irrigation with wastewater, in com-
parison to the use of freshwater from local wells [9]. This trend was also found with the 16S
rRNA gene survey here done where the relative abundance of potential ammonia oxidizers
increased with irrigation time in the long term (Fig 1), and then confirmed with the increase
of amoA absolute counts with length of irrigation (Fig 2). The gene abundance of amoA is gen-
erally used as estimator of the amount of ammonia oxidizers in a system, and therefore their
variations can be indicators of environmental changes. AOA abundance doubles in soils irri-
gated for 100 years, from 1.28 x 10° to 2.61 x 10° amoA copies per gram of dry soil, showing
similar values to those found in grassland soils contaminated with metals for 80 years, or even
paddy soils exposed to wastewater irrigation [46, 47]. However, it is notable that the amoA-
AOA abundance peaks in soils irrigated for 50 years, and it is correlated with the increase in
carbon forms (TC and OC). This assumption is attributed to the mixotroph lifestyle of some
AOA, as some have the capability to assimilate organic carbon [48, 49].

Ibekwe et al. [44] reported that the use of treated wastewater did not influence the microbial
diversity in comparison with freshwater irrigated soils in an agricultural experiment station,
but the 16S rRNA gene sequences related to N-cycling groups such as nitrifying, nitrogen-fix-
ing and denitrifying bacteria, increased their abundance when treated wastewater was used
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instead of freshwater. In this study, a similar result was observed using amoA genes, where we
did not observe significant changes on AOA and AOB diversity through time determined by
the Shannon diversity index (Fig 3); but the relative and absolute abundance of ammonia oxi-
dizers increased in soils irrigated for long time with wastewater compared to the rainfed soils.
Further, by sequencing these amoA genes, we detect a change on AOA and AOB community
structure, where the samples of the rainfed sites were different from those irrigated with waste-
water, and with no significant differences according to duration of irrigation (i.e., 25, 50 and
100 years) (Fig 4).

To date, there is not enough information about the direct influence of the use of raw waste-
water to irrigate agricultural soils over the ammonia oxidizing community, nonetheless, fertili-
zation experiments could be considered an analogous approach since wastewater is similar to
an organic fertilization [8]. Previous reports have suggested that AOA and AOB respond dif-
ferently to external stimuli such as N-fertilization [48, 50]. For example, the community struc-
ture of AOA has been reported as generally unaffected by fertilizer addition in forest soils in
the long-term [51], yet Chen et al. [52] showed changes in the community changes in acid
paddy soils. Our results showed that AOA community structure was different in the rainfed
soils compared to the wastewater irrigated ones; suggesting that soil characteristics and man-
agement could be key to understand how archaeal ammonia oxidizers adapt to soil environ-
mental changes.

AOB community structure is presumably more sensitive to fertilizer input in the short-
term and long-term [51, 53]. Wertz et al. [51] found that periodic fertilization over forest acid
soils increased potential AOB, with a significant correlation with nitrate concentration. While
Wu et al. [53] results indicate that fertilization during 22 years on paddy soils modified AOB
community structure in relation to non-fertilized plots, besides the bacterial amoA gene counts
increases almost 50 times after the constant fertilization with urea and organic matter (rice
straw). In this study, gradual changes in the AOB community structure were detected butin a
gradual scale, where the AOB community of the rainfed soil was different from that in the
wastewater irrigated ones, and among them, the irrigated for 25-50 years cluster in a different
group than irrigated for 100 years. Furthermore, an increase of almost one order of magnitude
were detected in the amoA gene copies from AOB on soils irrigated by 100 years with wastewa-
ter in relation with rainfed soils.

On behalf of the amoA AOA sequences, we distinguished the two most common archaeal
groups from soil, Nitrososphaera and Nitrosocosmicus [54]. Ca. Nitrososphaera spp. was the
most dominant cluster in the studied soils as was expected, since it is recognized as the more
abundant AOA in soils, particularly in those with agricultural managements [55, 56]. Previous
studies in arable soils have demonstrated changes in subcluster composition of a Nitroso-
sphaera cluster, depending on variations on climatical conditions such as temperature or pre-
cipitation [57]. However, Habteselassie et al. [58] have not found differences between archaeal
amoA sequence clustering in soil under different fertilization regimes. In concordance with
this study, the current survey also did not find significant differences in the abundance of the
Nitrososphaera subclusters according to duration of irrigation; however, it was possible to
detect the following tendencies. Nitrososphaera subcluster I, that grouped uncultured repre-
sentatives from superficial agricultural soils, showed a diminution in their relative abundance
after 100 years irrigation compared to the rainfed soil, which could be attributed to the dimi-
nution of the prevalent phylotype Arch2, associated to an uncultured archaeon from agricul-
tural soil. While Nitrososphaera subcluster II, which is associated with uncultured strains from
paddy and restored crop soils, was the most abundant one in all the sampled soils, mainly due
to the presence of the phylotype Archl. This Nitrososphaera subcluster increased slightly in
wastewater irrigated soils, though the conforming OTUs showed diverse behaviors, the most
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abundant phylotype (Archl) augmented up to 9 times in the irrigated soils, while Arch3 had a
lower abundance in irrigated soils than in rainfed ones. Phylotype Arch3 was closely related to
a clone from a restored farm soil of a semiarid region [59], therefore, its presence and abun-
dance might be negatively affected by intensive agricultural management. The Nitrososphaera
subcluster ITI abundance was surprisingly low as expected, since it contains amoA sequences
that belong to the widespread Nitrososphaera subcluster 1.1 [60]. The other widespread genus
from terrestrial AOA is Ca. Nitrosocosmicus [61] was also detected, nevertheless their affili-
ated sequences only were found in soils irrigated with wastewater, which is consistent with
their proximity with Nitrosocosmicus franklandus, an ureolitic and high-ammonia tolerant
archaea whose ideal growth conditions are at pH values of 7.5 [62].

Bacterial amoA sequences are associated with Nitrosospira, which has been reported as the
most dominant bacterial ammonia oxidizer genus in soil, and Nitrosomonas which is less com-
mon [58]. The Nitrosomonas cluster is only present after wastewater irrigation; this genus is a
common representative of agricultural soils irrigated with wastewater effluents [63], yet only
one OTU is associated (Bact15). This OTU is closely related to Nitrosomonas stercoris, an AOB
that tolerates high concentrations of ammonium, isolated from composted cattle manure, and
found in wastewater and wastewater treatment plants [64]; thus, OTU Bact15 could be intro-
duced by the wastewater used for irrigation. Finally, it is worth to notice that the 16S rRNA
gene survey suggests a larger proportion of potential AOB belonging to Nitrosomonas, there-
fore there could be a methodological bias by primer coverage [65], so further studies must con-
tinue to verify the relevance of Nitrosomonas in soils under wastewater irrigation.

The Nitrosospira cluster was dominant in the studied soils and was divided into four sub-
clusters, where the abundance of these subclusters they did not change significantly during the
different irrigation lengths, comparably to the trend observed in the AOA Ca. Nitrososphaera
cluster. Subcluster I was only detected on wastewater irrigated soils and it was closely related
to a previously established cluster, which includes Nitrosospira species from water-saturated or
moisture-rich soils [66], being consistent with the irrigation techniques used on the Mezquital
Valley. The mean abundance of subcluster II increased during irrigation years, which can be
related to bacteria such as Nitrosospira multiformis found in fertilized agricultural soils [67], or
Nitrosovibrio sp. Nv4 whose main habitat is wastewater [68] and possibly adapted to the con-
stant irrigation by water of this quality. In this subcluster, Bact2 and Bact4 are dominant as
was expected by its proper ubiquitous distribution on agricultural soils according to its phylo-
genetical relation with N. multiformis and isolates from agricultural soils derived from alluvial
deposits respectively [69, 70]. The subcluster III was the other dominant group, containing dif-
ferent uncultured Nitrosospira and which showed a diminution of nearly 10% in the mean
abundance at 50 and 100 years. Regardless that this subcluster has a similar abundance in
rainfed soil and in soil irrigated for 25 years, their OTU content varies, since in rainfed soil it is
dominated by Bact5 and then is substituted by Bact1 after 25 years of irrigation, a close phylo-
type related to an isolate from riparian soils. This phylotype replacement is continuously
found through the years in the wastewater irrigated soils, possibly due to environmental adap-
tations as Bactl its closely related to an isolate from a riparian zone, which is known to be
enriched with nutrients and pollutants [71]. Furthermore, other abundant phylotypes were
exclusively in the rainfed soils such as Bact6 and Bact16, which were affiliated to sequences
from restored agricultural soils and river isolates, respectively, both systems with a similar
nitrogen input and a circumneutral pH [59, 72]. Finally, the Nitrosospira subcluster IV was
present in all studied irrigation samples as expected by their association with uncultured soil
strains with positive effects of N fertilization, and Nitrosovibrio tenuis Nv1 [73].

As we observed, pH is a primary driver in the determination of the niche of the ammonia
oxidizers. Previous studies in agricultural soils irrigated with wastewater have measured a
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short-term drop in pH between 0.2-0.7 units at short-term (after 3 hours of wastewater irriga-
tion) [10], as well as in the long-term between 0.3-3.5 units [74, 75]. Nonetheless, our results
registered a gradual increase of pH as duration of irrigation proceeds and particularly in com-
parison with rainfed soils, as other author have described previously, particularly in agricul-
tural soils [76] or in soils close to unprotected wastewater ponds and enriched with N-
compounds by deposition [77]. This pH increase could be attributed to a high Na,CaCO; con-
centration of soils due to salinization caused by the input of salts by the wastewater salts input
[78]. A similar effect could be observed in EC possibly due to the salts introduced by wastewa-
ter, whose main ions have shown to be Na*, CI" and HCO; [34]. The peak of EC in soil satura-
tion extracts was after 50 years of irrigation with 2.36 dS/m, considered as very slight saline
and therefore, it can influence the microbiota in a minor way [79]. The increase in EC by
wastewater irrigation has been also found in agricultural soils treated with olive mill wastewa-
ter [80], by the constant input of different ions for two years. In the Mezquital Valley soils, this
increase in EC has been also found due to the water quality used for irrigation [9], and in Mol-
lic Vertisols and Eutric Leptosols irrigated with untreated wastewater for different lengths of
time (between 0 and 80 years) [5]. In this study, the soils from fields irrigated for 50 and 100
years showed an increased content of OC, TC, and TN up to 86%, as observed on agricultural
soils irrigated with reclaimed wastewater [81]. The here observed gradual increase of soil TN
tended to a saturation asymptote, while TC and OC peaked after 50 years under irrigation pos-
sibly due to the dynamic equilibrium between mineralization and humification, that results
from an increase in primary productivity [30]. Additionally, previous studies in the zone
found that rainfed agricultural soil have smallest OC stock in comparison with soil irrigated
for 40 years with wastewater irrigated soils (which are 1.5 times higher), as well as the quality
of the organic matter changing from hydrophobic to hydrophilic compounds such as cellulose
and lignin (with modified structure) [30]. TT was calculated from the concentration of total
metals in the soil and indicates the accumulation of pollutants with duration of irrigation. The
index increased with irrigation length, since municipal wastewater used for irrigation contains
trace concentrations of these potentially toxic elements [6]. Previous studies in the zone have
confirmed that continuous irrigation leads to the accumulation of metals such as Hg, Cr, As or
Pb, especially in the superficial soil layer [82].

Long term wastewater irrigation has changed soil quality in Mezquital Valley affecting sev-
eral characteristics that include, variations in soil pH, the increase of CE and C and N stocks,
and the input of pollutants. All these changes influence the structure community of ammonia
oxidizers, particularly by the specific niches of these microorganisms [49, 83]. The use of
wastewater for irrigation was determinant in the establishment of AOA and AOB, due to the
N-inputs, and the settled community of both groups are well adapted the current physico-
chemical environment. Nevertheless, our results suggest that AOB tend to be favored by the
conditions generated by the use of wastewater in comparison with AOA.

The changes in the ammonia oxidizing communities seem to be linked to the changes in
the soil characteristics depending on the ammonia oxidizers groups and phylotypes. For exam-
ple, as was expected AOA abundance significantly correlates with TC and OC probably by
their suggested mixotroph lifestyle [49], considering that prior studies have found that AOA
could uptake organic carbon sources coming from the wastewater [48]. Nevertheless, despite
the advantages that confer mixotrophy to AOA, their abundance could be limited by the rais-
ing metal pollution, the increment of pH or the disadvantaged competence with AOB, due to
the high input of ammonia from wastewater irrigation [25, 84]. The number gene copies of
amoA-AOB in rainfed soils here studied was barely lower than those in not impacted soils
[85], but this number gradually increased up to 10-fold in the long term irrigated soils reaching
anumber similar to agricultural soils after irrigation with reclaimed wastewater [86]. It should
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be emphasized that the AOB abundance in the community is significantly higher in long term
irrigated crop fields than in the rainfed soil, probably by the accumulative input of reduced N-
forms and soil pH values which confer selective advantages to the AOB [18]. This finding is
supported by the AOA:AOB ratio, though AOA is more abundant in these kind of soils-and
as expected-[83], the AOA:AOB ratio decreases progressively as the duration of irrigation
with wastewater goes on. The diminution of the ratio has been previously described in soils
exposed to industrial waste effluents [87], and it was accompanied by an increase in pH, TC,
TN, OC and the accumulation of pollutants of different nature, such as metals and aromatic
hydrocarbons, as here found. In conformity with our results, the AOB abundance correlates
positively with pH, TN and TI, which is calculated using the concentration of metals in the
soil. Particularly, it was observed the effect of metals over ammonia oxidizing communities.
High Zn concentrations in alkaline crop soils have significant effect over AOA and AOB abun-
dance, while Cu at 50 mg/kg concentration does not have significant effect over AOB but
AOA [88]. Other studies have confirmed a positive correlation between Cu, Co, Ni, Cd, Pb
and Zn over Nitrospira and Nitrosomonas, and negative over AOA and Nitrosospira, this last is
contrary to our results were Nitrosospira is dominant [89]. Yet, these results also suggested
that the response to environmental changes is different for each AOA or AOB phylotype, indi-
cating that the functional responses to environmental alterations for our studied sites are phy-
lotype-specific.

Conclusions

Wastewater irrigation represents a good strategy for zones with water scarcity, yet it is relevant
to know the effects of this practice in the long term, considering N-cycling microbial groups
that are related to soil biogeochemistry. In this study, the ammonia oxidizing communities
showed changes correlated with the physicochemical characteristic of the soils in response to
wastewater irrigation, such as carbon concentration, pH, EC and the content of accumulable
pollutants (TT). After 100 years of irrigation with wastewater, it was observed that archaeal and
bacterial ammonia oxidizers abundance and community structure changed. Nevertheless,
despite the ammonia oxidizer core persist through time, new phylotypes were detected which
seemed to be better adapted to the changing conditions of the soil; the abundance of AOB over
AOA can be favored by the environmental conditions produced by wastewater irrigation until
reaching an equilibrium. This suggest that these soil systems should be monitored further,
especially when new management practices are considered such as changing the water quality
of the irrigation by treating it in wastewater treatment plants that use chloride to diminish the
presence of potential pathogens, besides considering other soil types within the agricultural
district. These new investigations must be carried out to clarify the effect over other N-related
groups such as nitrite oxidizing bacteria or denitrifiers.
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