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RESUMEN

Los suelos de las zonas aridas y semidridas se caracterizan por la gran heterogeneidad en la
distribucion de los nutrimentos y el agua. Estd dltima, junto con el nitrégeno, se consideran
como los principales elementos limitantes de la productividad primaria en estos ecosistemas. Se
determiné la dindmica poblacional de las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre en una
terraza aluvial conservada y una degradada, las cuales estdn ubicadas en Zapotitldn, Puebla. En
cada terraza se consideraron tres microambientes, la zona de raices de Prosopis laevigata
(leguminosa), Pachycereus hollianus (cacticea) y suelo libre de vegetacién. Se determiné el
contenido de materia organica, ortofosfatos, nitratos, amonio, humedad, pH y la actividad de la
enzima nitrogenasa asi como la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) durante un
ciclo de lluvia-sequia. También se analizé la capacidad de establecimiento en suelo esterilizado de
bacterias aisladas en medio de cultivo libre de nitrégeno reducido, las cuales fueron identificadas
por la secuenciacién del 16S rRNA. Se registr6 una acumulacién de compuestos nitrogenados
(amonio y nitrato) y de ortofosfatos al inicio de la temporada de lluvias. La mayor cantidad de
UFC se registré en el maximo nivel de humedad del suelo. Se determiné la formacién de islas de
fertilidad por la acumulaciéon de materia orgénica alrededor de Prosopis laevigata sélo en la
terraza degradada. La reduccién de acetileno mostré un patrén indefinido de variacién temporal
en ambas terrazas y entre microambientes. Se aislaron 18 cepas bacterianas de las cuales se
pudieron identificar a 11 de ellas. 1 cepa pertenece al género Rhizobium, una a Sphingomonas,
una a Microbacterium, una mas al género Gordonia, y el resto al grupo de actinomicetes
filamentosos del género Streptomyces. Sélo en la cepa de Microbacterium se pudo secuenciar una
fraccion del gene nifH, responsable de la fijacion bioldgica de nitrégeno; aunque todas las cepas
presentaron caracteristicas que sugieren su pertenencia al grupo funcional de fijadoras de
nitrégeno de vida libre, como son el crecimiento en medio de cultivo libre de nitrégeno reducido
y. la capacidad para reducir acetileno. Todas las cepas aisladas se encontraron presentes en los
tres microambientes de suelo, aunque con diferente nimero de UFC. Estas mismas cepas se
establecieron de manera diferencial en suelo estéril de los tres microambientes, mostrando mayor
incremento relativo las cepas no filamentosas (RAizobium, Gordonia, Sphingomonas 'y
Microbacterium). Las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre podrian estar desempafiando
una actividad mas importante en la dindmica nutrimental de las zonas aridas y semiaridas que la

que anteriormente se les habia asignado, debido a que pueden estar presentes en microambientes



en los cuales los microorganismos fijadores simbiéticos no pueden realizar su funcién, como la
zona de raices de cacticeas y el suelo desnudo. Por ello, es importante determinar las condiciones
en las cuales pueden realizar su actividad fijadora y aportar nitrégeno disponible para la
vegetacion, particularmente en los suelos que ya estan degradados, y de esta manera contribuir al
sostenimiento minimo de esas especies vegetales, las cuales al aportar materia organica al suelo,

retroalimentan la actividad microbiana.
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ABSTRACT

The soils of arid and semi-arid areas are characterized by highly heterogeneous
distribution of nutrients and water. This, along with nitrogen, are seen as major factors limiting
primary productivity in these ecosystems. It was determined the population dynamics of
nitrogen-fixing free living bacteria in a terrace alluvial preserved and a degraded, which are
located in Zapotitldn, Puebla. In each terrace, soil samples were taken from the root zone of
Prosopis laevigata (legume), Pachycereus hollianus (cactus) and three interspaces (bare soil). It
was determined the content of organic matter, orthophosphates, nitrate, ammonia, soil
moisture, pH and activity of the enzyme nitrogenasa well as the amount of colony forming units
(CFU) during a rain-drought cycle. It also assessed the ability of establishment in sterilized soil
bacteria isolated in the medium without nitrogen, which were identified by sequencing 16S
rRNA. There was an accumulation of nitrogen compounds (ammonium and nitrate) and
orthophosphates at the beginning of the rainy season. The largest number of CFU was recorded
at the highest level of moisture. It was determined the formation of islands of fertility by the
accumulation of organic matter around Prosopis laevigata only on the terrace degraded. The
reduction of acetylene showed a pattern indefinite of variation in both terraces temporary and
between microenvironments. 18 bacterial strains were isolated from which, and we could
identify 11 of them. One strain belongs to the genus RAizobium, one to Sphingomonas, one to
Microbacterium and one more to Gordonia, and the rest of the group of the genus filamentous
actinomycetes Streptomyces. Only the strain Microbacterium could be a fraction of gene
sequencing nifH, responsible for biological fixation of nitrogen, although all strains showed
characteristics that suggest they belong to the functional group of nitrogen-fixing free living,
such as growth in the medium free nitrogen and the ability to reduce acetylene. All isolates were
found in the three microenvironment of soil, although with different numbers of CFU. These
same strains were established so differential in sterile soil of the three microenvironments
showing greater relative increase that the strains not filamentous (Rhizobium, Gordonia,
Microbacterium and Sphingomonas). The nitrogen-fixing free living bacteria could be played a
more important activity in the dynamics of arid and semiarid ecosystems than they were
previously assigned, because that might be present in microenvironments in which the symbiotic
fixers not can perform its role as the root zone of cacti and bare soil. It is important to determine

the conditions under which they can conduct their activity fixing nitrogen and make available
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for vegetation, particularly in soils that are already degraded, and thus help support the plant

species, which contribute to organic matter and more microbial activity.
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INTRODUCCION GENERAL

Fijacién de nitrégeno

El nitrégeno (N) o azote, que significa sin vida es el cuarto elemento mas comin en
nuestro planeta, después del carbono, el hidrégeno y el oxigeno; y uno de los principales
constituyentes de moléculas esenciales para la vida como proteinas, acidos nucleicos y clorofilas
(Postgate, 1998). El N se mueve entre las formas orgénica e inorgdnica a través de procesos
asociados con la conversién de compuestos nitrogenados (nitratos, amonio, aminoacidos) y de su
captura por la biomasa vegetal, microbiana e indirectamente, animal; y con su regreso a la
atmosfera en forma de gas (Chapin et al. 2002).

La atmésfera es el principal reservorio de N en el planeta. Se calcula que contiene 4 x 10™
g; en contraste, en los sedimentos hay 5 x 10” g; en el océano, 2.2 x 10° g N disueltoy 6 x 10" g
N inorgénico; en el suelo 3 x 10”7 g; y en la biomasa terrestre (1.3 x 10°N) (Binkley et al. 2000).

La molécula de N gaseoso estd conformada por dos 4&tomos de N unidos por un triple
enlace (N*N); pero en esta forma no puede ser utilizado directamente por los sistemas biolégicos
para su crecimiento y reproduccién. Antes de su incorporacién, se combina con el hidrégeno en
un proceso denominado fijacion de nitrégeno, que es la reduccién del N molecular a amonio. La
fijacién puede ser quimica o bioldgica (Postgate, 1998).

En la fijacién quimica, la radiacién ultravioleta produce la formacion de oxidos de N,
particularmente en las capas superiores de la atmoésfera; mientras que la combustién,
principalmente de motores de combustién interna y las luces de la ciudad los generan en los
niveles bajos. Estos gases pueden ser incorporados al suelo por la lluvia o llegar en forma de
deposicion seca, contribuyendo a las entradas de N atmosférico a la superficie del planeta
(Postgate, 1998).

La fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) es un proceso mediado exclusivamente por
organismos procariotes, a través de la actividad de la enzima nitrogenasa. Esta enzima es un
complejo conformado por dos partes llamadas subunidad I, que tiene a la dinitrogenasa o,
(donde a=proteina nifD; R=proteina nifK) y la subnunidad II, que es la nitrogenasa reductasa
(proteina nifH). La subunidad o contiene el sitio activo para la reduccién de N que tipicamente
incluye un nicleo de molibdeno, el cual en algunos microorganismos puede ser reemplazado por
fierro o vanadio (Raymond et al. 2004). La nitrogenasa requiere de iones Mg’ para estar activa y
es inhibida, ademas del oxigeno, por el ADP (Postage, 1998) y regulada entre otros factores, por

el N disponible y la humedad (Herman et al. 1993; Rudnick et al. 1997).



La reaccién principal catalizada por la nitrogenasa es la misma en todos microorganismos
fijadores:

N,+ 8H' + 16ATP = 2NH + H_+ 16ADP

El proceso requiere de 6 e provenientes de 12 ATPs, pero en la reaccién se consumen 16
ATP’s porque la reduccién estd acompafada de la formacién de una molécula de H, lo cual
implica el gasto de 2 e provenientes de 4 ATP’s.

La FBN es un proceso energéticamente muy costoso. Los datos disponibles para la fijacién
simbidtica la estiman en 22.8 g de glucosa por gramo de N fijado. Esta cantidad incluye el costo
energético directo de la fijacién (12 g glucosa gfl N) y el costo de construir y mantener los
nédulos (10.8 g glucosa g* N) (Hartley y Schlesinger, 2002). Por ello, se inhibe en presencia de N
disponible en forma de amonio o nitrato (Postgate, 1998).

Otros elementos reguladores de la actividad de los microorganismos fijadores incluyen
mayor cantidad de ciertos elementos, como fésforo, molibdeno y fierro, que son necesarios para
la actividad y conformacién de la nitrogenenasa (Postgate, 1998; Rastetter et al. 2001); y la
humedad del suelo (en el caso de los fijadores terrestres), debido a que estimula la productividad
primaria y en consecuencia el aporte del C y de nutrimentos al suelo (Hartley y Schlesinger,
2002).

Ademds de la reduccién del N molecular a amonio, la nitrogenasa puede catalizar otras
reacciones de reduccién como H' a H,, acetileno (CH,) a etileno (C2H4), azidas (N;) aN, yCN a
CH, y NH,. El acetileno es un sustrato particularmente importante porque su producto, el etileno,
puede ser detectado rapidamente por cromatografia de gases. Esta reaccién es la base de la
prueba de reduccién de acetileno utilizada para estimar la fijacién de N y se puede realizar en
preparaciones enzimaticas, bacterias vivas, plantas con nédulos o nédulos extirpados, suelo o
muestras de agua (Postgate, 1998).

En las Archeas, la capacidad de diazotrofia se encuentra solamente dentro del reino
Euryarchaeota en las divisiones Methanosarcinales, Methanobacteriales, Halobacteriales y
Methanococcales; mientras que en Bacteria se presenta en 6 de los mas de 5o phyla descritos
hasta el momento. Estos son: bacterias verdes del azufre, cianobacterias, Gram positivas de bajo
y alto contenido de G+C, Spirochaetas, Firmicutes y Proteobacteria. Estos grupos estan
ampliamente distribuidos en diferentes estilos de vida y metabolismos que incluyen aerobios,
anaerobios, heterétrofos, autétrofos, metanétrofos; de morfologia celular individual o en

filamentos (Lloret y Martinez-Romero, 2005).



Por su estilo de vida, los microorganismos diazotrofos se agrupan en fijadores simbidticos
y de vida libre. La FBN en asociacién simbidtica incluye tres grupos de interacciones: a)
Cianobacterias con liquenes (Lobaria con Nostoc o Calothrix), hepéticas (Marchantia con Nostoc),
helechos acuaticos (Azolla con Anabaenay Nostoc), cicadas (Macrozamia'y Cycas con Nostoc) y
un género de angiospermas (Gunnera con Nostoc); b) Actinobacterias representadas por el género
Frankia que forma nédulos con plantas no leguminosas de los géneros Casuarina, Agnusy Myrica,
entre otros; y c) Alphaproteobacterias llamadas genéricamente rhizobios que forma nédulos en
muchas especies de leguminosas (Lloret y Martinez-Romero, 2005). En estas interacciones, ni la
planta ni la bacteria pueden realizar el proceso de manera independiente, y cuando el N ya se
encuentra en forma de amonio, existe un intercambio de compuestos nitrogenados de los nédulos
de Frankia'y Rhizobium hacia la planta por compuestos carbonados y agua hacia las bacterias del
nédulo.

En el segundo grupo, denominado bacterias de vida libre, los microorganismos crecen
libremente en el suelo y no tienen o no necesariamente tienen una relacién simbidtica con las
plantas para la fijacion de N. Por ello, éste proceso se realiza de manera independiente a ellas, lo
que les permite utilizar el amonio para su propio consumo. Dentro de este grupo se encuentran
algunas cianobacterias que también pueden formar asociaciones simbiéticas con las plantas.

Con excepcién las propias cianobacterias, que son fijadores autétrofos que producen su
propio carbono organico por fotosintesis; el resto de los microorganismos fijadores de vida libre
son heterétrofos y requieren de una fuente externa de carbono, la materia orgénica, ademas de
condiciones adecuadas de humedad y de tensién de oxigeno (Postgate, 1998; Chapin et al. 2002).
Otros fijadores heterétrofos de vida libre habitan en la rizosfera o la filosfera y dependen de los
exudados radicales y de la muerte de las propias raices como fuente de carbono (Chapin, et al.
2002). En la Tabla 1 se presentan algunos ejemplos de la variabilidad metabdlica de los fijadores

de vida libre.



Tabla 1. Tipos de metabolismo en bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre.

Géneros representativos

Anaerobios estrictos

Facultativos

(Aerobios cuando no fijan)
Microaerofilos

(Normalmente aerobios cuando no
fijan)

Aerobios

Fotétrofos
(Anaerobios)

Fotétrofos
(Facultativos)

Fotétrofos
(Microaerofilos)

Fotétrofos
(Aerobios)

Clostridium, Desulfovibrio Methanosarcina, Methanococcus
Kleibsela, Bacillus, Enterobacter, Citrobacter

Escherichia, Propionibacterium

Xantobacter, Thiobacillus, Azospirillum, Aquaspirillum,

Methylosinus, Burkholderia

Azotobacter, Azomonas, Beijerinckia, Derxia

Chromatium, Chlorobium, Thiopedia, Ectothiospira

Rhodospirillum, Rhodopseudomonas

Plectonema, Lyngbya, Oscillatoria, Spirullina

Anabaena, Nostoc, Calothrix, Gloeotheca

Tomado de Postgate, 1998.



Fijacién de nitrégeno de zonas aridas y semidridas

El N es esencial para la vida, por ello, es de considerable interés conocer sus formas,
ciclos y reservorios en los diversos ecosistemas del planeta (Graham et al. 2008). Después del
agua, la baja disponibilidad de este elemento es la principal variable abidtica que limita la
productividad en los ecosistemas terrestres del mundo, incluyendo las zonas aridas, asi como un
importante determinante de la composicién de las comunidades vegetales (Vitousek y Howarth,
1991, Evans y Ehleringer, 1993). Esta condici6n se relaciona con la gran demanda de las plantas,
las bajas entradas en formas inorganicas, la lenta tasa de recambio en los almacenes organicos, y
las pérdidas gaseosas y a través del fuego, lixiviacion y extraccién de biomasa (Binkley et al.
2000, Whitford, 2002).

Las zonas secas cubren alrededor de una tercera parte de la superficie del planeta; sin
embargo sus almacenes y procesos relacionados con el N no estdn completamente entendidos
(Graham et al. 2008). Se caracterizan por la heterogeneidad en las propiedades microclimaticas y
fisicoquimicas del suelo, originadas por la propia heterogeneidad en la topografia y en la
distribucién de la vegetacion. Esto produce diferentes patrones de descomposicién, acumulacién
y mineralizacién de materia organica. Las variables ambientales incluyen la estacionalidad de las
lluvias y su relacion con la temperatura, el viento, la intensidad, duracién y frecuencia de las
tormentas, los patrones microclimaticos diarios, y la extensién de los periodos de sequia entre un
evento de lluvia y otro (Whitford, 2002).

Las entradas de agua por precipitacién estan contrarrestadas por las salidas por
evaporacién y transpiracién de las plantas (evapotranspiraci()n). Esto produce un déficit que
repercute en la productividad vegetal de los sistemas naturales y manejados, con consecuencias
negativas para los habitantes de estas zonas (Millenium Ecosystem Assessment, 2004).

La vegetacion estd dominada por matorrales espinosos y cactaceas, y alin con la baja
disponibilidad de agua, hay fragmentos con elevada productividad bioldgica (Whitford, 2002).
Los suelos son rocosos, de colores claros, someros, pobres en materia organica y se desarrollan
sobre material no consolidado. Tienen un pobre a moderado desarrollo de los perfiles,
acumulaciones de sales solubles de silice y de carbonato de calcio en la capa superficial (caliche) y
estdn expuestos a eventos extremos, como tormentas fuertes o sequias prolongadas. Su fertilidad
es variable y por lo regular su productividad esta condicionada por su profundidad y

pedregosidad. Debido a esto, tienen minima vocacién agricola.



Las zonas aridas son ecosistemas muy importantes dentro del ciclo global de N, a pesar
de su baja productividad general, ya que contribuyen con mas de 30% de las emisiones gaseosas
totales (N,, N.O, NOx, th) provenientes de zonas no perturbadas (Evans y Ehleringer, 1993;
Schaffer y Evans, 2005). Esto se contrapone con la bajas cantidades de N biolégicamente
disponible en el suelo (amonio y nitrato) y la baja tasa de entrada por fijacién biolégica y
deposicién atmosférica (Schaffer y Evans, 2005). En estos ecosistemas, la fijacién esta regulada
principalmente por la humedad del suelo y la disponibilidad de N, C, y P. Este tltimo puede estar
no disponible para los organismos debido a que forma complejos que se precipitan en presencia
de carbonatos y metales bivalentes como el Ca” y el Mg" en pH alcalinos (Shaffer y Evans, 2005).

El estudio del N en las zonas aridas se ha abordado desde diferentes enfoques: cantidades
de bacterias en la rizosfera de diferentes especies de plantas (Xie y Steinberger, 2002); formacién
de islas de fertilidad (Garcia-Moya y McKell, 1970; Herman et al. 1993, 1994, 1995; Schaeffer y
Evans, 2005), descripcién de la diversidad bacteriana y de genes n/fH por herramientas
moleculares (Dunbar et al. 1999, 2002; Kuske et al. 2002, Yeager et al. 2004) y produccién de
hojarasca en leguminosas fijadoras (Pavén et al. 2005).

Los estudios de fijacion de N estan centralizados en la fijacién simbidtica y las costras
microbidticas. Wullstein (1989) y Zahran (1999) sefialan que la fijacién por Rhizobium-
leguminosas es la principal via de entrada de N en estos ecosistemas, y que su tasa de fijacion es
mayor en comparacion con los fijadores heterétrofos de vida libre y con la simbiosis actinorrizica
Esta importancia se acrecienta en las zonas dominadas por mesquite (Geesing et al. 2000;
Golubov et al. 2001), en cuyas raices se han encontrado nédulos hasta 220 cm de profundidad
(Jonson y Mayeux, 1990). Otros autores asumen que la fijacién simbidtica es efectiva a partir del
uso de indicadores como el contenido de N en las hojas (Pavén et al. 2005), en el suelo (Perroni-
Ventura, et al. 2006) o0 ambos (Geesing et al. 2000).

Desde otro enfoque, Belnap (2002) considera que la fijaciéon de N por costras
microbidticas es la principal via de ingreso de este elemento a las zonas aridas. Las costras son
asociaciones de cianobacterias, liquenes, algas verdes y musgos, que pueden crecer sobre el suelo
o entre las capas superiores del suelo (Belnap y Lange, 2001). Representan una barrera fisica entre
éste y la atmésfera, y pueden afectar la tasa de intercambio de materia y energia en el nivel de
ecosistema, asi como la distribucién y abundancia de herbéceas, arbustos y arboles (Belnap et al.

2003).



La tasa de fijacién varia de manera importante en el tiempo y en los ecosistemas debido a
los limites que interponen multiples factores bidticos y abiéticos (Vitousek et al. 2002). Esto se
observa en la cantidad de N fijado por las costras microbiéticas de las zonas aridas (Evans y
Ehleringer, 1993; Belnap, 2002; Hartley y Schlesinger, 2002; Billings et al. 2003; Yeager et al.
2004) (Tabla 2). Sin embargo, no existen métodos estandarizados para su estimacién, por lo que
se sugiere una posible sobrestimacién de sus valores (West et al. 1990). Por ello, Hartlhey y
Schelesinger (2002) sugieren la realizacion de mas estudios sobre el tema.

La fijacién por bacterias de vida libre ha sido menos estudiada en comparaciéon con
Rhizobium y las costras microbidticas. Los datos disponibles sefialan que en el desierto del Negev
(Israel) se encuentran en gran cantidad bajo el dosel y en la zona de las raices, y que en el suelo
libre de vegetacién estan en menor cantidad, lo que indica un fuerte efecto de la planta en este
grupo de bacterias (Xie y Steinberger, 2002). Otro estudio, también en el Negev, determiné que
las fijadoras heterétrofas cohabitan con cianobacterias formando costras microbiéticas, pero
debido a la baja cantidad de clorofila registrada, se sugiere que la mayor parte del N fijado por las
costras proviene de la actividad heterétrofa (Zaady et al. 1998). Yeager et al (2004) menciona la
presencia del gene n/fH en alphaproteobacterias de costras microbioticas del desierto
Chihuahuense, sin reportar valores de la tasa de fijacién. No se cuenta con estimaciones
puntuales en campo sobre la tasa de fijacion de nitrégeno heterétrofa.

La menor cantidad de estudios relacionados con la fijaciéon de vida libre asi como la falta
de consenso sobre su aportacién a la dinamica del N, no es exclusiva de las zonas aridas. En
bosques templados (coniferas, encinos) se reporta un rango de fijacién no simbidtica de 0.01 a 12
kg N ha"afio”, con una media de 3 kg N ha“afio™; y se sefialan discrepancias en las metodologias
utilizadas para su estimacién. A pesar de la gran cantidad de trabajos realizados sobre el tema, la
contribucién de los fijadores no simbidticos y su importancia absoluta en este tipo de
ecosistemas no es clara, por lo que se sugiere mas investigaciéon mas investigacién al respecto
(Son, 2001). Desde otro enfoque, existen reportes sobre métodos moleculares especificos para la
identificacion de fijadores de vida libre en el suelo (Bijrgmann et al. 2004) y sobre su diversidad
en suelos forestales que sefialan también la necesidad de profundizar en su investigacion (Rosh et
al. 2002). Esto se hace necesario porque la capacidad fijadora varia ampliamente dependiendo de
las necesidades especificas de cada grupo de microorganismos, con respecto a la disponibilidad de

Cy N o la presién parcial de oxigeno (Bijrgmann et al. 2004).



En México, los estudios sobre el N en las zonas aridas se han hecho a partir de la

actividad reductora de acetileno en bacterias asociadas a raices de cactaceas, en Mina, Nuevo

Leén (Loera et al. 1996); de la influencia de algunas especies vegetales en la cantidad de

bacterias, hongos y actinomicetes y con el Cy N del suelo en Dolores Hidalgo, Guanajuato (Frias-

Hernandez, et al. 1998; Reyes-Reyes, et al. 2002); del contenido de N y la produccién de

hojarasca en 17 especies vegetales (Pavén et al. 2005) y de la relacién entre la disponibilidad de

nutrimentos del suelo y la riqueza de especies vegetales (Perroni-Ventura, et al. 2006), ambos en

Zapotitlan Salinas, Puebla. En ninguno de ellos se estimé la tasa de fijacion, ni el tipo de

microorganismos que la realizan.

Tabla 2. Tasas de fijacién de N por asociaciones microbianas en ecosistemas aridos. Se incluyeron dos
ejemplos de bosques boreales con fines de comparacién.

Microorganismos Habitat Tasa de fijacién de Método utilizado Referencia
fijadores N para la estimacién
de la FBN
Ensamblaje epilitico  Arroyo 42 Actividad Grimmy
(dominado por intermitente en el mg N m”d’ reductora de Petrone, 1997
Calothrix). N del Desierto de acetileno
Sonora (Arizona, (Incubaciones /n
EU) situ
Tapetes de Anabaena  Arroyo 144 Actividad Grimmy
intermitente en el mgNm”d’ reductora de Petrone, 1997
N del Desierto de acetileno
Sonora (Arizona, (Incubaciones /n
EU) situ)
Tapetes de Arroyo 83 Actividad Grimmy
cianobacterias intermitente en mg Nm”d” reductora de Petrone, 1997
(C/adop/mra— Desierto de Sonora acetileno
Anabaena-Nostoc) (Arizona, EU) (Incubaciones in
situ)
Costras formadas por  Desierto de Negev, 34 Actividad Zaady et al.
musgos: (Crossidium  Israel nmoles N cm”h” reductora de 1998
crassinervey Aloina acetileno

bifrons);
cianobacterias
Microcoleus
vaginatus, Nostoc
punctiforme,
Chroococcus sp., y
Calothrix; y alga
verde (Palmella)

(Incubaciones en
laboratorio)




Tabla 2. Continuacién

Microorganismos Habitat Tasa de fijacién de  Método utilizado Referencia
fijadores N para la estimacién

de la FBN
Costras Las Cruces, 0.01 Actividad Hartley y
microbiéticas Desierto gN ha® reductora de Schlesinger,
formadas por Chihuahuense, acetileno 2002.
bacterias de vida Nuevo México, EU (incubaciones en
libre (Azotobacter), laboratorio)
cianobacterias de
vida libre ( Nostoc
commune), y
cianobacterias en
simbiosis con
liquenes (Collera,
Psora, Peltula y
Heppia)
Costras formadas por ~ Parque Nacional 0.8-4.4 Actividad Belnap, 2002
Microcoleus- Caiién del kg N ha™ afio” reductora de
Scytonema-Nostoc- Colorado, Colorado acetileno
Collea Plateau, Utah, EU (Incubaciones en

laboratorio)
Costras formadas por ~ Parque Nacional 0.1 —0.7 Actividad Belnap, 2002
Microcoleus Caiién del kg N ha” afio” reductora de

Colorado, Colorado acetileno
Plateau, Utah. (Incubaciones en

laboratorio)
Rhizobium- Desierto 21 ND Schlesinger,
leguminosa Chihuahuense kg N ha” afio” 2002
Carpetas de musgos ~ Bosques boreales Actividad De Luca et al.
(Pleurozium pristinos en Suecia, reductora de 2002
schreberi) con Noruega y acetileno calibrada
Nostoc Finlandia con °N

(incubaciones en

campo)
Fijacién no Bosques boreales de 0.01— 12 Actividad Son (2001)
simbidtica Estados Unidos, kg N ha"afo” reductora de

Alaska, Japén,
Canada, y Suiza

acetileno

Notas: a) se respet6 la escritura de las unidades con las que se expresa la fijacién de nitrégeno con el fin
de expresar la dificultad para su comparacién directa. b) aunque todas las referencias sefalan la actividad
reductora de acetileno como método de estimacién, algunas incubaciones se realizaron en campo y otras

en laboratorio. c) ND =

datos no disponibles



Degradacién de suelo

La degradacion del suelo es un fenémeno muy complejo que representa uno de los
principales problemas ambientales que enfrenta la humanidad. Se refiere a los procesos inducidos
por las actividades humanas que provocan la disminucién de su productividad biolégica y de su
biodiversidad, asi como de la capacidad actual y/o futura para sostener la vida humana y para
producir bienes y servicios (Oldeman, 1988). Una de las consecuencias mads graves de la
degradacién del suelo es la disminucién de su calidad, entendiéndose ésta como la capacidad de
un tipo especifico de suelo para sostener la productividad vegetal y animal, mantener o mejorar la
calidad del aire y del agua y sostener la salud humana, todo esto dentro de los limites de un
ecosistema natural o manejado (Doran y Parkin, 1994).

A diferencia de la antigua vision que sélo consideraba al suelo como fuente de
nutrimentos y sostén para las plantas cultivadas, el concepto de calidad de suelo ubica a este
recurso como el centro de procesos ambientales en todos los niveles. Asi, la calidad del suelo
incluye a) la productividad, que se refiere a la habilidad del suelo para promover la productividad
del ecosistema o agroecosistema; b) la calidad ambiental, entendida como la capacidad de un
suelo para atenuar los contaminantes ambientales, los patégenos, y cualquier posible dafio hacia
el exterior del sistema, incluyendo también los servicios ambientales como fijacién de N,
reservorio de C, mantenimiento de la biodiversidad, recarga de acuiferos, etc., y ) la salud, que
se refiere a la capacidad de un suelo para producir alimentos sanos y nutritivos para todos los
organismos, incluyendo el humano (Astier et al. 2002)

En las zonas aridas y semidridas, la degradacion del suelo puede intensificar la limitacion
de N debido a las caracteristicas propias de sus suelos, al régimen climético, o a su uso en
actividades pecuarias y agricolas para las cuales no son aptos (Evans y Ehleringer, 1993; Rapport y
Whitford, 1999). En este tipo de ecosistemas, en el valle semidrido de Tehuacan-Cuicatlin, se
encontraron los vestigios mds antiguos de domesticacién de maiz y calabaza, y actualmente las
zonas agricolas de la regién, producen cantidades minimas de frijol y maiz (McAuliffe, et al.
2001). Cuando las zonas aridas son utilizadas para la agricultura, la extraccién de la biomasa
producida no se repone por la baja cantidad de raices de los cultivos anuales lo que contribuye al
decremento de los almacenes netos de nutrimentos en el suelo (Millenium Ecosystem Assessment,
2004).

Las zonas dridas también se han ocupado de manera intensiva para la produccién

comercial de ganado (Evans y Ehleringer, 1993; Rapport y Whitford, 1999, Millenium Ecosystem
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Assessment, 2004), impactando de manera negativa a los ciclos biogeoquimicos. Se tiene
evidencia de que la ruptura y disminucién de la cobertura de las costras microbidticas producen
una considerable variacién en el contenido de N del suelo y que el suelo libre de vegetacién tiene
significativamente menor cantidad de este elemento que los suelos debajo del dosel (Evans y
Ehleringer, 1993). Ademas, debido a la alta tasa de consumo de vegetacién por parte del ganado,
gran parte del C organico y del N fijado no regresan a enriquecer el suelo porque se pierden via
respiracién o denitrificacion, o por su extraccion en forma de carne, leche y otros productos
animales (Millenium Ecosystem Assessment, 2004).

En México, la degradacién del suelo por actividades humanas es un problema que afecta a
45% del territorio nacional. En las zonas secas (zonas muy aridas, aridas, semiaridas y
subhiimedas secas) este porcentaje se incrementa a 48% del total de la superficie que ocupan,
debido a su uso intensivo como zonas de pastoreo y agricolas (SEMARNAT, 2005). Ademas, estan
sujetas a procesos de degradacién natural por agua y viento. Por ello, es necesario realizar
investigacion que permita entender la dindmica de estos ecosistemas con el objeto de prevenir

y/o recuperar los servicios ambientales que en ellos se desarrollan.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En México no se cuenta con estudios que describan la dindmica y composicion de las
comunidades microbianas relacionadas con el ciclo del N en suelos de zonas secas. Estos
ecosistemas son muy fragiles entre otras razones, por las condiciones climaticas y por la baja
cantidad de biomasa vegetal que sustentan. La degradacion del suelo que afecta el
establecimiento de las plantas, debe también afectar a los microorganismos, incluyendo a los
fijadores de vida libre. Estas bacterias podrian tener patrones diferentes dependiendo de la
especie vegetal con la que tienen contacto, de la disponibilidad estacional de agua, o de los
factores fisicoquimicos del suelo que habitan.

Este trabajo se realizé en el valle semidrido de Zapotitlan Salinas, Puebla, en el marco de
las siguientes preguntas generales: ;existe un grupo funcional de bacterias fijadoras de N de vida
libre, heterétrofas, en el suelo de este zona?, asumiendo que si, jes posible aislarlas y mantenerlas
en un medio de cultivo libre de N reducido?, ;cémo es su ambiente edafico?, ;responden de
manera diferente a la presencia de especies vegetales distintas o a la ausencia de ellas?, ;quiénes
conforman este grupo y cuales son sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas?, ;cual es su
respuesta en nimero y actividad de la enzima nitrogenasa a los cambios estacionales de la zona y
a la condicién de degradacién y conservacién del suelo?, y ;pueden establecerse y mantener su

actividad nitrogenasa en un ambiente edafico que fue modificado de manera experimental?

Para responder estas preguntas se plantearon los siguientes objetivos:

1) describir la dindmica estacional del fésforo (ortofosfatos) y nitrégeno (amonio, nitrato)
disponibles, materia orgénica, pH y humedad del suelo de la zona de raices de Prosopis laevigata
(Ieguminosa) y Pachycereus hollianus (cactacea) y del suelo libre de vegetacién, en dos sitios con

diferente nivel de degradacion suelo.

2) describir la dindmica poblacional y la actividad reductora de acetileno de bacterias fijadoras de
N de vida libre en un ciclo de lluvia-sequia y su relacién con la materia organica y la humedad del
suelo en dos sitios con diferente nivel de degradacién del suelo y tres microambientes inmersos
en cada uno de ellos: zona de raices de Prosopis laevigata y P. hollianus y suelo libre de

vegetacion.
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3) caracterizar por genotipo y fenotipo a las bacterias cultivables, heterétrofas que conforman el

grupo funcional de fijadoras de N de vida libre aisladas de los tres microambientes de suelo.

4) determinar por incubaciones en laboratorio, la capacidad de establecimiento y de actividad
reductora de acetileno del grupo funcional de fijadoras de N de vida libre, en suelo estéril de la

zona de raices de Prosopis laevigata, P. hollianusy suelo libre de vegetacién.

El trabajo esta dividido en cuatro capitulos y una discusion general en la cual se integran
los principales resultados de cada uno de ellos. La secuencia en la que se presentan los capitulos

corresponde los objetivos anteriores.

Los objetivos 1 y 2 se abordaron con un disefio experimental general consistente en la
seleccién de tres individuos de dos especies vegetales, una leguminosa (Prosopis /aewgata) y una
cactacea (Pac/l)/cereus hollianus), y tres sitios libres de vegetacion. Estos tres microambientes se
ubicaron en una zona degradada (nivel extremo de erosién de suelo y escasa cobertura vegetal) y
en otra conservada (sin degradacién de suelo y cubierta vegetal continua). Se tomaron muestras
de suelo de los tres individuos de cada microambiente en las dos zonas (degradada y conservada).
Se realizaron siete muestreos cuya distribucién cubria desde el inicio de la temporada de lluvias,
hasta el siguiente periodo de sequia. Este disefio general permitié describir el ambiente del suelo
dénde habitan las fijadoras de N de vida libre (Capitulo 1) y la dindmica de dichas bacterias en el
tiempo y en los tres microambientes, asi como su relacién con la materia orgénica y la humedad
del suelo (Capitulo I1).

Los objetivos 3 y 4 se abordaron, en primera instancia, con el aislamiento de bacterias
heterétrofas en medio de cultivo libre de N reducido. Estas bacterias se aislaron del suelo de los
tres microambientes, se purificaron y caracterizaron por morfologia y tincién de Gram, y se
identificaron por la amplificacién del gene 16S DNA (Capitulo Il y I11). Después, se inocularon en
suelo estéril para determinar su capacidad de establecimiento y de actividad reductora de
acetileno (como medida de la fijacién biolégica de N). Como parte final de la caracterizacién, se
intento amplificar y secuenciar el gene n/fH de las bacterias aisladas. En el capitulo IV se

describen estos resultados.
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El disefio experimental y los métodos utilizados en este trabajo estdn enfocados a las bacterias de
vida libre, cultivables y heterétrofas; es decir a aquellas que no requieren de la planta para
realizar su actividad fijadora y que es posible mantener en un medio de cultivo libre de N
reducido. Por ello, el grupo funcional de fijadores de N al que se hace referencia esta formado

sélo por bacterias de este tipo.
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AREA DE ESTUDIO

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es la regién desértica mas surefia en Norteamérica y se
encuentra alejada de las otras dos zonas aridas mexicanas, los desiertos Chihuahuense y
Sonorense, por cientos de kilémetros (Rzedowski, 1978). Es una region semidrida intertropical
que se forma por efecto de la sombra orografica de la Sierra Madre Oriental (Pavén et al. 2005,
UNEP, 2006).

El valle de Tehuacan-Cuicatldn fue decretado como reserva de la biosfera en 1998 y
actualmente es considerado como una de las zonas protegidas mas importantes del pais debido a
su alta biodiversidad; por la cual es reconocido como un centro de diversidad y endemismo a nivel
mundial por la International Union for the Conservation of Nature (IUCN) (Dévila et al. 2002). La
Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan se ubica entre los 17°32'10" y 18°53'00” N y los
96°01'50" y 97°47'50” O en los estados de Puebla y Oaxaca, fuera del cinturén de los grandes
desiertos del mundo (25° a 35° de latitud en ambos hemisferios) (UNEP, 2006).

La conformacién fisiografica actual del valle de Tehuacan-Cuicatlan es resultado de una
compleja historia geoldgica que incluye eventos de deposicién de sedimentos marinos ricos en
sales durante el Cretacico Inferior; movimientos orogénicos que conformaron las principales
sierras de la cuenca y que lo aislaron de la cuenca del Balsas, dando origen a un lago endorreico
en un periodo que va del Cretacico Inferior a finales del Terciario. Sin embargo, el periodo mas
importante es la captacién del rio Salado y sus tributarios por parte del rio Santo Domingo, que
es un afluente del Papaloapan, a finales del Cuaternario. La unién de estos rios provocé gran
cantidad de erosiéon remontante y heterogeneidad ambiental con formacién de zonas de
deposicién de materiales aluviales a lo largo del rio Salado, cerros con cimas planas, laderas con
diferente inclinacién, orientacién y litologia superficial muy variada en la que predominan los
afloramientos de calizas, areniscas y lutitas, y en menor medida, depdsitos de material igneo
(Osorio-Beristain et al. 1996; Valiente-Banuet et al. 2000).

El valle de Tehuacan-Cuicatlan forma parte de la Provincia fisiografica Mizteca-
Oaxacaquena, en la cual existen otros pequefios valles de origen tecténico entre los que destacan
Cuicatlan, Huajuapan, Tehuacan y Zapotitldn Salinas (Villasefior et. al. 1990). El presente trabajo
se realizé el valle de Zapotitlan Salinas, ubicado en la porcién occidental de Tehuacan-Cuicatlan,
al Sureste de Puebla y Noreste de Oaxaca. Limita al este con las Sierras de Atzingo y Miahutepec,
al norte con los cerros Chacateca y Pajarito, al oeste con los cerros Gordo y Otate, y al sur con los

cerros Yistepec y Acatepec. El valle de Zapotitlén tiene una superficie aproximada de 270 km’, y
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se ubica entre los 18°12" y 18°24" N y 97°24" y 97°36’ O; con un rango altitudinal de 1460 a 2600

msnm (Lépez-Galindo et al. 2003 y referencias citadas) (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacién geografica del valle de Zapotitldn Salinas, Puebla.

El clima de Zapotitlan Salinas esta determinado por la Sierra de Zongolica, que detiene
los vientos himedos provenientes del Golfo de México, formando una sombra de lluvia sobre el
valle (Osorio-Beristain et al. 1996). Con base en la clasificacién de Képpen modificada por Garcia
(1988) es seco semicalido con lluvias de verano (BSohw), con canicula a mitad del periodo de
lluvias y precipitacién media anual de 412.4 mm. Existe poca oscilacién térmica con un rango
entre los 17.6 y 23.7°C. El mes mdés caliente se presenta antes del solsticio de verano (Lépez-
Galindo et al. 2003).

Por su hidrologia, Zapotitlin pertenece en su mayor parte a la cuenca alta del rio
Papaloapan y en menor proporcién, a la cuenca del Balsas. Ademds, la cuenca de Zapotitldn esta
dividida naturalmente en dos subcuencas: Santa Ana y Zapotitldn (Lépez Galindo et al. 2003).
Tiene numerosos arroyos intermitentes que corren en varias direcciones, concentrandose en un
arroyo principal al centro-este llamado Agua El Gavildn, que es el principal afluente del rio
Zapotitldn. Debido a que éste rio arrastra una gran cantidad de sales de sodio provenientes de las
depresiones de Zapotitlan, cuando se une al rio Tehuacan forman el rio Salado, uno de los
principales afluentes del Papaloapan en esta region. En el extremo Sur-Oeste destacan los arroyos
Las Manzanas y Acatepec, afluentes del Acatldn, el cual ya pertenece a la cuenca del Balsas

(www.puebla.gob.mx).
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En el valle de Zapotitlin Salinas la vegetacién dominante es matorral crasicaule y
desértico rosetdfilo, generalmente asociados con cardonales, y ocasionalmente con vegetacién
secundaria arbustiva. Se han identificado siete tipos de comunidades vegetales: matorral
espinoso, tetecheras, selva baja espinosa perennifolia, tetechera-cardonal, cardonal de
Stenocereus stellatus, cardonal de Cephalocereus columnatrajani'y selva baja caducifolia. En estas
comunidades se encontraron 184 especies, 130 géneros y 50 familias de las cuales, las Cactaceae
(21 especies), Leguminosae (19 especies), Asteraceae (16 especies), Euphorbiaceae (13 especies) y
Poaceae (12 especies) se encuentran entre las mas representativas (Osorio-Beristain et al. 1996).

Los suelos del valle de Zapotitldn Salinas son someros y pedregosos en la mayor parte del
area, con diferentes niveles de alcalinidad y salinidad, dependiendo de los sustratos geolégicos
(Lépez-Galindo et al. 2003). Los principales grupos son Leptosoles y Regosoles. Los Leptosoles son
delgados, pedregosos, con limitada vocacién agricola porque la gran el material calcireo que
contienen inmoviliza los nutrimentos minerales. b) Los Regosoles son suelos delgados que se
encuentran sobre material no consolidado. Se caracterizan por tener una capa superficial
conocida como dcrica, que cuando se retira la vegetacion se vuelve dura y costrosa, impidiendo la
penetracion de agua hacia el subsuelo, lo que se vuelve un factor adverso para el establecimiento
de las plantas. Esta combinacién (baja cubierta vegetal y dificultad de penetracién del agua al
suelo) favorece la escorrentia superficial y con ello, la erosién.

En el municipio de Zapotitldn, 28% (12,203 ha) de su superficie presenta degradacién de
gsuelos causada por el hombre, el resto (78%; 31,459 ha) se considera como tierras sin uso con
influencia humana ubicadas principalmente en cerros y montafas y sujetas a procesos de
degradacién natural (SEMARNAT-COLPOS, 2003).

La degradaciéon del suelo en el municipio de Zapotitlan se puede describir por tres

aspectos: causas, tiposy niveles de afectacién.
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a) Causas
La degradacion del suelo es originada a) sobrepatoreo, que tiene efectos en la
compactacién del suelo por el pisoteo y en la disminucién de la cubierta vegetal por la
alimentacién del ganado. Estos elementos estdn asociados con la erosién edlica e hidrica. b)
actividades agricolas mal desarrolladas que tienen como consecuencia la erosién hidrica y edlica,
y la degradacién quimica por la pérdida de nutrimentos, y c) por el uso de suelo en actividades no
biolégicas como minas, aguas residuales, canteras, basureros y actividades industriales en general

(Tabla 3; Figura 2).

Tabla 3. Causas de la degradacion del suelo causada por el hombre en Zapotitlan Salinas, Puebla.

Causas de degradacion Superficie Afectada
Ha %
Sobrepastoreo 5161 11.8
Agricultura 3602 8.2
Agricultura y sobrepastoreo 3191 7.3
Actividades no-bioldgicas 249 0.6
Total 12203 28

Nota: todos los porcentajes se obtuvieron con respecto a la superficie
total de municipio de Zapotitlan (43 662 ha)
Fuente: Elaboracién propia con datos de SEMARNAT-COLPOS, 2003 .

b) Tipos de degradacién

En el suelo degradado, el tipo de degradacién dominante es la erosion edlica con
disminucién del horizonte superficial del suelo por la remocién uniforme de las particulas. Le
sigue la degradacién quimica, en la cual hay un decremento neto de la cantidad de nutrimentos y
materia organica del suelo, lo que origina la pérdida de la productividad biolégica. En tercer lugar
se encuentra la erosién hidrica superficial que con escorrentias arrastra los materiales del
horizonte superficial; y la erosién hidrica con deformacién del terreno, en la que hay remocién
irregular o el movimiento en masa de los materiales, mostrando la formacién de canales y

carcavas. Finalmente, la degradacién fisica por uso no bioldgico del suelo (Tabla 4, Figura 3).
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Tabla 4. Tipos de degradacién del suelo causada por el hombre en el municipio de Zapotitlan Salinas,

Puebla.

Tipos de degradacién

Superficie afectada

Ha %
Erosién edlica con pérdida superficial de suelo 6279 14.4
Degradacién quimica por pérdida de la fertilidad 2565 5.9
Erosion hidrica con pérdida de suelo superficial 2074 4.7
Erosion hidrica deformacion de terreno (canales y carcavas) 1036 2.4
Degradacién fisica por uso no bioldgico del suelo 249 0.6
Total 12203 28

Nota: todos los porcentajes se obtuvieron con respecto a la superficie total de municipio de Zapotitlan

(43 662 ha).
Fuente: Elaboracién propia con datos de SEMARNAT-COLPOS, 2003.

c) Nivel de afectacién. Depende de las consecuencias en la productividad de los sistemas

locales de uso forestal, pecuario y agricola. En Zapotitlan se encuentran tres niveles: 1) Ligero:

la reduccién en la productividad es apenas perceptible; 2) Moderado: los terrenos presentan

una marcada reduccién en su productividad; 3) Extremo: la productividad del suelo es

irrecuperable y su restauracién es materialmente imposible (Tabla s5; Figura 4).

Tabla 5. Niveles de degradacién del suelo causada por el hombre en el municipio de Zapotitlan Salinas,

Puebla.
Nivel de Tipo de degradacién Superficie afectada
degradacién
Ha %
Ligero Degradacién quimica por pérdida de la fertilidad 2565 5.9
Erosién hidrica con pérdida de suelo superficial 2073.6 4.8
Erosién edlica con pérdida de suelo superficial 1673.7 3.8
Moderado Erosién edlica con pérdida de suelo superficial 4605 10.6
Erosidn hidrica con deformacién de terreno 1037 2.4
Extremo Degradacién fisica por uso no biolégico 249 ha 0.6
12203 28
Total

Nota: todos los porcentajes se obtuvieron con respecto a la superficie total de municipio de Zapotitldn

(43 662 ha)
Fuente: Elaboracién propia con datos de SEMARNAT-COLPOS, 2003.
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Figura 2. Causas de la degradacion del suelo causada
por el hombre en el municipio de Zapotitlan Salinas
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Figura 3.Tipos de degradacién del suelo causada por el hombre
en el municipio de Zapotitlan Salinas
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Figura 4. Niveles de degradacion del suelo causada por el hombre
en el municipio de Zapotitlan Salinas
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De la descripcién anterior en el nivel municipal sobre la degradacién del suelo, se
desprende que especificamente en el valle de Zapotitlan, la degradacién causada por el hombre
tiene su origen en las actividades agricolas y pecuarias, que el tipo de degradacion dominante es
la edlica y la fisica, que también existen tierras sin uso sujetas a procesos de degradacién natural,
y que los niveles de degradacién se encuentran entre ligero y extremo (Figuras 2,3y 4).

El valle de Zapotitlin Salinas es una de las regiones de depésito de material aluvial
particulado, el cual se acumulé en las orillas del rio Zapotitldn y formé unidades fisiograficas
denominadas terrazas aluviales. Las terrazas ocupan diferente superficie y muestran diferente
nivel de deterioro ambiental que va desde zonas conservadas sin signos evidentes de degradacién
de suelo y de extraccién y manejo de la vegetacién, hasta sitios con suelos erosionados y con
vegetacion distribuida en fragmentos aislados (L6pez-Galindo, et al. 2003).

En este trabajo se seleccionaron dos terrazas aluviales. La primer terraza, denominada
degradada; se encuentra cerca de la localidad de Zapotitlan. La segunda terraza, denominada
conservada se encuentra cerca de la localidad Los Reyes Metzontla. Esta categorizacién fue hecha
por Lépez-Galindo et al. (2003) con base en la cobertura vegetal y en el estado de degradacién del

suelo (Lépez-GaIindo, et al. 2003). En ninguna de estas terrazas, especificamente en los sitios
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donde se tomaron las muestras de suelo, se han realizado précticas agricolas; sin embargo, los
pobladores tienen la libertad de utilizarlas como zonas de pastoreo para ganado caprino.

La terraza degradada forma parte de una regién geomorfolégica conocida como tierras
malas (badlands). Estas zonas se definieron originalmente como sitios extremadamente
diseccionados en dénde era muy dificil transitar a caballo y que no se podian usar con fines
agricolas. Actualmente se les considera sitios con escasa cobertura vegetal y con una gran
proporcién de suelo severamente degradado y expuesto a los agentes erosivos (viento y agua). Se
caracterizan por la formacién de canales y carcavas que incrementan el movimiento en masa y los
procesos de arrastre del suelo durante las tormentas. El efecto combinado del clima y el uso del
suelo impiden la recuperacién de su fertilidad e incrementan su erosién (Torri y Rodolfi, 2000;
Nogueras et al. 2000).

La mayor parte del deterioro del suelo en la terraza degradada (18°19’ N y 97°27" O; 1495
msnm) tuvo su origen en los eventos de erosién remontante que se dieron por la unién de los rios
Salado y sus tributarios (uno de los cuales es el rio Zapotitlan) con el Santo Domingo, a finales
del Cuaternario (Osorio-Beristain et al. 1996). Sin embargo, en los alrededores de la terraza se han
encontrado evidencias de erosién de suelo causada por las actividades agricolas que se han
practicado desde la época precolombina (McAuliffe et al. 2001).

Aunque no se cuenta con datos sobre las causas, tipos y niveles de degradacion
especificamente para las terrazas (ver figuras 2, 3y 4), en la degradada existen signos evidentes
que indican niveles severos y extremos de deterioro, como la distribuciéon fragmentada de la
vegetacion, en la cual los fragmentos formados incluso por un solo individuo estdn rodeados por
carcavas o suelo desprovisto de vegetacién, haciéndola mas susceptible a la erosién edlica e
hidrica. Ademas, el suelo muestra degradacién fisica por compactacién lo cual dificulta la
infiltracién del agua, y promueve las escorrentias superficiales y con ello el movimiento en masa
con la formacién de nuevos canales. En el suelo desprovisto de cobertura vegetal no existe un
horizonte organico; y en los fragmentos de vegetacion es apenas perceptible y sujeto a los
agentes erosivos por la falta de proteccién que brinda la cubierta vegetal densa. La textura del

suelo es franco-arcillosa (Figura 5).
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Terraza degradada

Figura 5. Panordmica de la terraza degradada. La distribucion de la vegetacién es en fragmentos.
No hay formacién de horizonte orgénico ni acumulacién de hojarasca en el suelo expuesto. a)
Zona de carcavas en temporada de sequia, b) Zona de carcavas con cultivos en temporada de

lluvias; c) Acercamiento de la zona de muestreo durante la temporada de sequia.
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La segunda terraza se denominé conservada (18°18" N y 97° 29’ O; 1560 msnm) porque en
la mayoria de su superficie los terrenos son estables con cobertura vegetal natural permanente
(Lopez-Galindo et al. 2003). Existe un horizonte superficial delgado (4 mm aprox) con
acumulacién de hojarasca. La textura del suelo es franco-arenosa. La cubierta vegetal es continua
y estd dominada por leguminosas arbustivas o arbéreas que raramente exceden los 3 metros de
altura y por cactaceas columnares, y diversas herbaceas. El suelo es profundo y pedregoso con
textura areno-limosa y no se observan signos evidentes de erosién ni de formacién de canales o
carcavas.

El riesgo de degradacion del suelo y de la vegetacién en esta terraza puede ser muy alto,
ya que por sus caracteristicas, algunas partes contiguas a la zona de muestreo ya estan siendo
transformadas en tierras de cultivo de temporal por la poblacién local. Esto, sumado a las
condiciones climaticas, hidrolégicas y edéficas, y los altos niveles de pobreza y marginacién de las
poblaciones humanas asentadas en el area, (que obligan al uso intensivo de suelos no aptos para
actividades agricolas o a la extraccién de madera en pie o lefia), podria acelerar el proceso de
degradacién natural del suelo con la consecuente alteracion del funcionamiento de este
ecosistema semidrido y quiza la formacién de paisajes fragmentados similares a la terraza

degradada (Figura 6).
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Terraza conservada

Figura 6. Panoramica de la terraza conservada. La distribucién de la vegetacién es continua. Hay
acumulacién de hojarasca en toda la superficie del suelo. a) Temporada de lluvia. b) Temporada

de sequia.; c) Acercamiento a la zona de muestreo durante la temporada de lluvias.
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CAPITULO |

VARIACION ESPACIO-TEMPORAL DE NUTRIMENTOS DEL SUELO EN DOS
TERRAZAS ALUVIALES EN ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA

INTRODUCCION

Los suelos de las zonas aridas y semiaridas presentan una gran heterogeneidad temporal y
espacial en la distribucién de los nutrimentos y del agua (Xie y Steinberger, 2001) debido entre
otros factores a la microtopografia del terreno y a la distribucién de la cobertura vegetal
(Schlesinger et al. 1996). La modificacién o eliminacién de esta Ultima, ya sea por eventos
naturales o antropogénicos repercute en las propiedades fisicoquimicas del suelo (Le Houérou,
1996) como el contenido de carbono organico y el incremento de la densidad aparente, lo que a
su vez afecta el ciclo hidrolégico y la productividad primaria (Albaladejo et al. 1998).

En estos ecosistemas la naturaleza estacional de la disponibilidad de agua tiene
consecuencias significativas en los ciclos biogeoquimicos (Austin et al. 2004). La intensidad,
frecuencia y estacionalidad de la precipitaciéon repercuten en la productividad primaria, la
actividad microbiana y los proceso relacionados con éstos (Schaeffer y Evans, 2005). Incluso, los
procesos de descomposicion tienen diferencias entre sistemas semiaridos y aridos dependiendo de
la disponibilidad de agua en el suelo (Whitford, 2002).

La limitacién nutrimental de la productividad primaria de los ecosistemas aridos estd
dada principalmente por el N y el P (Whitford, 2002), y su dindmica se relaciona con los pulsos de
agua en el suelo seco. EI N mineral se puede acumular durante la temporada seca debido a la
disminucién en la demanda de los microorganismos y las plantas y porque su difusién requiere de
la presencia de una pelicula de agua (Asutin et al. 2004). Ademds, la entrada repentina produce
un choque osmético en las células microbianas, que al romperse dejan libres compuestos
organicos con Py N (Austin et al. 2004). EI N liberado es relativamente labil y puede ser tomado
rdpidamente por plantas y microorganismos o trasformado por organismos quimioautotréfos o
heterétrofos via nitrificacién y denitrificacion. La dindmica del N también estad particularmente
afectada por el C, ya que éste provee la energia necesaria para las transformaciones que realizan
las bacterias heterétrofas como la mineralizacién, fijacién e inmovilizaciéon del N inorganico

(Schaeffer y Evans, 2005).
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La dindmica de los nutrimentos en el suelo de las zonas &ridas, particularmente de
aquellos que son limitantes de la productividad primaria, depende directamente de la
transformaciéon microbiana de la materia organica (Perroni-Ventura et al. 2006). En el valle
semiarido de Zapotitlan Salinas, estos elementos afectan la abundancia y la riqueza de las
especies vegetales que crecen bajo el dosel de Prosopis laevigata y Cercidium praecox. La
abundancia de especies vegetales se relacion6 de manera positiva con la mineralizacién del Cy N,
mientras que en la riqueza de especies, ademas de la mineralizacién de estos dos elementos,
interviene el incremento en los almacenes totales de C, N y P y la actividad de la biomasa
microbiana (Perroni-Ventura et al. 2006). En este estudio también se encontrd que el suelo bajo
el dosel de P. /aevigata contiene mas Cy N que el suelo de C. praecox, lo cual se explica porque P.
laevigata tiene la capacidad de fijar N atmosférico en asociacion con bacterias del grupo de los
rhizobios (Perroni-Ventura et al. 2006), y produce mayor cantidad de hojarasca con mayor
concentracién de N (Pavén et al. 2005).

En esta misma comunidad vegetal, la produccién promedio de hojarasca se estima en 25 g
m” afio’, con concentracién media de N de 0.65 g m” afio". Esta produccién ocurre en pulsos cuya
magnitud depende de la cantidad de lluvia que cae durante la etapa de crecimiento vegetal. Por
ello se sugiere que la disponibilidad de los nutrimentos en suelo también se realiza en forma de
pulsos asociados a los eventos Iluviosos que ocurren después la sequia (Pavén et al. 2005). Los
ciclos biogeoquimicos en las zonas aridas y semidridos dependen de la capacidad de los
microorganismos del suelo para utilizar estos pulsos de recursos (Shaeffer y Evans, 2005).

El agua es el elemento que dirige la dindmica del ecosistema en Zapotitlan (Pavén y
Briones, 2001), y con base en su estacionalidad, los estudios sobre los nutrimentos se han
enfocado a la produccién de hojarasca en especies perennes y su contenido de N (Pavén et al.
2005), y a la concentracién de C, N y Py su relacién con la riqueza y abundancia de especies
vegetales (Perroni-Ventura et al. 2006); sin embargo, la dindmica estacional de los nutrimentos
del suelo (N y P) entre dos especies de familias diferentes (una cactacea y una Ieguminosa) no se
habia realizado.

El objetivo del presente capitulo fue comparar la dindmica del P en forma de ortofosfatos
(P-HCOS) y el N en forma de NO,, y NH, y el pH del suelo de la zona de raices de dos especies
vegetales, una cactacea ( Pachycereus hollianus) y una leguminosa (Prosopis /aewgata) y el suelo
libre de vegetacion, durante un ciclo de lluvia-sequia en dos sitios que se diferencian por el nivel

de degradacién del suelo y la vegetacién (terraza conservada y degradada). Se esperaba que en el
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nivel de microambientes, la mayor concentracién de nutrimentos estuviera en el suelo de A.
laevigata, y en el nivel de terrazas, en la conservada. Asimismo, se esperan diferencias entre los

diferentes tiempos de muestreo.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suelo

Este trabajo se realizé en dos terrazas aluviales, una conservada y una degradada en el
valle de Zapotitlan Salinas. Dentro de cada terraza, se seleccionaron tres individuos de Prosopis
laevigata (Humb. & Bonpl. Ex Willd) (Mimosaceae); tres de Pachycereus hollianus (F.A.C.Weber)
Buxb (Cactaceae) y tres sitios de suelo libre de vegetacién. Estos sitios se consideraron como tres
microambientes diferentes.

El suelo se tomé en un radio de 20 a 50 cm alrededor de las plantas en los primeros 10 cm
de profundidad, utilizando un nucleador. El suelo libre de vegetacién se colecté a la misma
profundidad, pero alejados de las plantas: en la terraza degradada, la planta mas cercana se
encontraba en un radio de 10 m y la superficie del suelo no presentaba costras microbidticas u
hojarasca. En la terraza conservada no fue posible mantener esta distancia por las condiciones de
cobertura vegetal. En este caso, la mayor distancia correspondié a un radio de 1 m de la planta
mas cercana y antes de tomar la muestra, se retiré la capa superficial de hojarasca.

Se realizaron 7 muestreos en el ciclo de lluvia-sequia 2002-2003. Se realizaron 4
muestreos durante la temporada de lluvias entre los meses de julio a septiembre y 3 muestreos en
la temporada de sequia en octubre y noviembre de 2002 y marzo de 2003. Este disefio se aplicé
en ambas terrazas, por lo cual se obtuvieron 3 microambientes x 3 réplicas de cada uno x 7

muestreos.
Andlisis de suelo
Ortofosfatos
El P disponible, medido como ortofosfato extraible en bicarbonato de sodio 0.5 M (P-

HCO,), se registré por colorimetria a 660 nm (Espectrofotémetro Perkin-Elmer FT-IR, Spectrum

2000) (Cajuste, 1986, Mufioz et al. 2000). Los resultados se expresaron en g g~ suelo seco.
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Amonio y Nitrato

La concentracién de amonio (NH ) y nitrato (NO3) extraible se determind por colorimetria
a partir de extractos de suelo realizados con sulfato de potasio 0.5 M. El NH, se registr6 a 660 nm
y el NO3 a 410 nm (Espectrofotémetro Perkin-Elmer FT-IR, Spectrum 2000) (Forster, 1995). Los
resultados de las dos variables se expresaron en ug gfl suelo seco, con los cuales se obtuvo la

relacién NO3:NH4 de cada muestra de suelo.

pH
Se determiné con potenciémetro (Waterproof pH test 2), utilizando una relacién de 1

parte de suelo y 2.5 partes de agua destilada.

Anilisis estadistico

Los valores de P-HCO,, NH,, NO,, NO_:NH,y pH, se analizaron con la prueba de Kruskall-
Wallis para los factores microambiente y tiempo. El andlisis se realizé6 de manera independiente
en cada terraza. Las diferencias se consideraron significativas a P < 0.05. Todos los analisis se
realizaron con el programa STATISTICA” Edition’gg. No se realizé la comparacién estadistica entre

las terrazas debido a que no se cuenta con réplicas de ellas.

RESULTADOS
P-HCO,

En la terraza degradada hubo dos momentos en que la concentracién de P-HCO,
disminuyé significativamente (P=0.005): cuando la humedad del suelo se encontraba en su
méximo nivel (septiembre, 14.2%, Capitulo 2), y minimo (marzo, 1.7%; Capitulo 2). (Figura 1a).

En la terraza conservada no hubo diferencias significativas ni entre los meses de
muestreo, ni entre los microambientes; pero se observé su acumulacién en julio y octubre, al
inicio de las lluvias y la sequia, respectivamente (Figura 1b).

En ninguna de las dos terrazas se registraron diferencias significativas entre los
microambientes, sin embargo, la tendencia de acumulacién de P-HCO, fue de mayor

concentracién en P. /aevigata, después P. hollianus'y al final el suelo libre de vegetacién.
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NH,y NO,

En la terraza degrada, la concentracién de NH, en el primer mes de muestreo (inicio de las
lluvias) fue significativamente mayor que el resto de los meses (P=0.000), y aunque en el nivel
de microambiente no se presentaron diferencias estadisticamente significativas, su concentracién
en P. hollianusy P. laevigata fue mayor que el suelo libre de vegetacién (Figura 2a).

En la terraza conservada, la principal diferencia del NH, se registré con su acumulacién
significativa en el primer muestreo (inicio de la temporada de lluvias) con respecto al resto de los
meses (P=0.005). En los microambientes, la concentracién de NH, en el suelo de P. /aevigatay P.
hollianus fue significativamente mayor que el suelo de interespacio (P=0.008) (Figura 2b).

Aunque no se realizé una comparacién estadistica entre las terrazas, la concentracién de
NH, al inicio de las lluvias en la terraza degradada fue menor a la registrada en la conservada.

La concentracién de NO, no mostré diferencias significativas ni en la temporalidad ni en
los microambientes en ninguna de las terrazas debido a la elevada variabilidad en los resultados

(Figuras 3ay b).

Relacién NO,:NH,
No se registraron diferencias estadisticamente significativas ni en los meses ni en los
microambientes en ninguna de las terrazas; sin embargo el promedio de todos los valores de

NO_:NH, de la terraza degradada fue mayor (0.62) que en la terraza conservada (0.45) (Figura 4a

y b).

pH

En la terraza degradada, las diferencias significativas en el pH del suelo sélo se
presentaron en el nivel de temporalidad (P=0.000), con los valores mas bajos al inicio de ambas
temporadas (julio pH=7.5; octubre pH= 7.6), y valores maximos en el segundo muestreo de las
lluvias (agosto, pH=7.9) y en el segundo y tercero de la temporada de sequia (pH=8 en ambos
muestreos) (Figura 5a).

En la terraza conservada, el pH mostré diferencias significativas tanto en el nivel de
tiempo (P=0.0001) como de microambiente (P=0.04). En el nivel de temporalidad, el nivel mas
bajo de pH (7.5) se registr6 en dos meses de muestreo: al inicio de la temporada de lluvias (julio)

y al inicio de la temporada de sequia (octubre). En el resto de los meses se presentaron los valores
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mas altos. En el nivel de microambiente, el pH del suelo de P. hollianus y el suelo libre de

vegetacion fueron significativamente mayores que el del suelo de P. /aevigata (Figura 5b).

DISCUSION

La disponibilidad de nutrimentos en el suelo limita la productividad de los ecosistemas.
En el caso de los ecosistemas aridos, el N es el mas frecuentemente citado (Whitford, 2002),
aunque también el P tiene un papel importante (James et al. 2005, Reed et al. 2007) entre otras
razones porque su disponibilidad regula la propia fijacién de N (Reed et al. 2007).

Los reservorios de N y P en el suelo tienen origen distinto. EI N depende principalmente
de procesos biolégicos; mientras que en el P, ademds de éstos, intervienen procesos geoquimicos
que lo mantienen en forma no disponible para las plantas (Adams et al. 2004). El P se precipita
en presencia de carbonatos y de metales bivalentes como el Ca” y el Mg" a pH neutro y alcalino
(Whitford, 2002). El pH de los suelos estudiados fluctué entre 7.5 y 8 en los tres microambientes
de ambas terrazas, por lo que se sugiere que existe un secuestro de los P-HCO, que impidié
detectar diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Sin embargo, en la terraza
degradada si se registraron diferencias significativas de P-HCO, en el tiempo, ya que en los meses
de mayor y menor humedad del suelo (septiembre y marzo), hubo menor concentracién, lo cual
podria deberse a los cambios en la demanda microbiana y vegetal durante los picos de la
temporada de lluvia y de sequia y a la retencién en la matriz del suelo.

En ninguna de las dos terrazas se observaron diferencias significativas en la
concentracién de P-HCO, entre el suelo de la zona de raices de P. /aevigata, P. hollianus'y el suelo
libre de vegetacién. El rango de concentracién reportado en este trabajo es similar a los valores
promedio reportados para el suelo dentro y fuera del dosel de P. levigada, Acacia tortuosa, y
Mimosa biuncifera (20 pg P Kg") en otra zona seca del centro de México (Frias-Hernandez et al.
1999, Barajas—Aceves y Dendooven, 2001; Reyes-Reyes, 2002).

El NH, se puede formar por amonificacién (N organico -> NH39 NH4), reduccién de NO3
(NO,”NO,”NH,) o fijacién de nitrégeno, y se puede perder por lixiviacién o volatilizacién, la
cual es comin en suelos con pH mayor a 7 (Whitford, 2002), como es el caso de las terrazas
consideradas en este estudio. En estos dos sitios se encontr6 mayor concentracién de NH_ en el
suelo alrededor de las plantas que en el suelo libre de vegetacién, por lo cual su origen al menos

en parte, podria ser a través de la amonificacién de las proteinas presentes en la materia orgénica
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del suelo de ambas plantas, la cual a su vez puede promover la actividad de los fijadores de vida
libre, incrementando con ello, la cantidad de NH, disponible en el suelo.

En las dos terrazas se registré la acumulacién significativa de NH_ al inicio de la
temporada de lluvias. Esto puede podria explicarse por la acumulacién de N inorgénico que ocurre
en los periodos secos, ya que la difusién de los iones depende de la pelicula de agua en el suelo
(Paul y Clark, 1996). En la terraza degradada, la textura del suelo es areno-arcillosa, lo cual podria
favorecer su acumulacién durante la temporada de sequia. EI NH, tiene alta capacidad de
adsorcion en las arcillas, especialmente cuando el suelo estd seco, por lo cual baja su captura
biolégica (Paul y Clark, 1996). Ademds, en esta terraza existe menor cobertura vegetal y
microorganismos en el suelo (Gonzilez-Ruiz et al. 2008), que aunque lo prefieren sobre el NO,
para incorpdralo a proteinas, la disminucién en su actividad biolégica e incluso la muerte de parte
de la biomasa microbiana, favorecen su acumulacién (Austin et al. 2004).

En el NO, no hubo diferencias significativas en ninguna de las terrazas ni entre los
microambientes ni a lo largo del tiempo. El NO, es altamente soluble y sélo se acumula de manera
significativa en suelos excepcionalmente secos donde la infiltracién de agua y la lixiviaciéon son
minimas (Graham et al. 2008). Se tiene registro de que la acumulacién de nitrato en los suelos
del desierto Chihuahuense, Sonorense, de Mojave (Walvoord et al. 2003), e hiperaridos como el
de Atacama (2-21 mm lluvia ano” Ewing et al. 2006) es mayor en comparacién con los sistemas
semiaridos (Graham et al. 2008), como Zapotitlin (400 mm lluvia afio”, Pavén et al. 2005)
debido a que la precipitacién media anual es mayor lo cual favorece la lixiviacién y la actividad
bioldgica (Graham et al. 2008)

En la disponibilidad de NO,, ademas del agua, intervienen otros factores como su rapida
captura por las plantas y por los microorganismos del suelo, y por sus pérdidas hacia la atmésfera
via denitrificacion. En este proceso hay una serie de reacciones microbianas que lo reducen a
NO, NO y N.. En el suelo existen muchas bacteria heterotréficas denitrificantes que estan
reguladas por el pH, la temperatura, el carbono disponible, la disponibilidad de nitrégeno y la
presion parcial de oxigeno (Whitford, 2002).

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la relacion NO.:NH, entre los
microambientes y el tiempo en ninguna de las terrazas, el cociente promedio NO:NH, de la
terraza degradada fue mayor que en la terraza conservada, lo que podria sugerir mayor

nitrificacién (NH4 -> N03) que amonificacién. En este dltimo proceso el sustrato es la materia
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orgénica, la cual se encuentra en menor cantidad en la terraza degradada (Gonzalez-Ruiz, et al.
2008, capitulo 2).

Los objetivos del presente capitulo se enfocaron a describir la dindmica del P-CO,, NO,,
NH, en un disefio experimental especifico y no permiten establecer la limitacién por nutrimentos
en los suelos analizados. Sin embargo, en otro estudio realizado en comunidad vegetal de
Zapotitldn, se encontré que en los espacios abiertos y bajo el dosel de Cercidium praecox
(leguminosa sin capacidad simbidtica para fijar N), el N y el C limitaban la riqueza de especies
vegetales; mientras que bajo el dosel de P. /zevigata (Ieguminosa con capacidad simbidtica para
fijar N), la limitacién se debia a la concentracién de P disponible (Perroni-Ventura et al. 2006).

En las zonas aridas y semiaridas, la lluvia es altamente variable en tiempo y espacio pero
las consecuencias de esta estacionalidad en los ciclos biogeoquimicos y particularmente en el N,
son muy complicadas de establecer y varian dependiendo del las condiciones de cada sitio (Austin
et al. 2004). Por ejemplo, en el desierto de Mojave, la volatilizacién del amonio se estimé en 120
pg m'dia’, (Billings et al. 2002) y en el Chihuahuense entre 9 y 11 pg m” dia”, la cual se
incrementd hasta 95 pg m™ dia” cuando el suelo fue humedecido de manera experimental
(Schlesinger y Peterjohn, 1991).

En Zapotitlan no se cuenta con datos de este estilo, los cuales son necesarios para
comprender de mejor manera el balance de N en cada terraza. En esta comunidad vegetal, A.
laevigata es un arbol que mantiene hojas durante todo el afio y es la segunda especie productora
de hojarasca rica en nitrégeno (Pavén et al. 2005). Estas caracteristicas pueden ayudar a explicar
la tendencia de acumulacién de P-HCO, y NH, registrada en su zona de raices. Aunque no se
realizé la comparacién estadistica entre las terrazas, la concentracién de P-HCO, y de NH, en la
terraza degradada fue menor que en la conservada. Esto podria apuntar hacia el incremento en la
limitacion por C, N y P en la abundancia y riqueza de especies vegetales sugerida para la
comunidad vegetal de Zapotitlan (Perroni-Ventura, 2006). De esta manera, la ausencia de una
cubierta vegetal continua redujo los almacenes de nutrimentos en el suelo, y éstos a su vez, se
sugiere que limitan la productividad primaria de la zona. Este circulo hace necesaria una mayor
investigacion sobre la dindmica de nutrimentos en el suelo y su relaciéon con las plantas en las

diferentes condiciones de degradacién y conservacién del suelo.
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Figura 1. Distribucion estacional de la concentracion de P-HCO, en tres microambientes de suelo
en una terraza degradada (A) y una conservada (B) en Zapotitlan Salinas. Cada barra representa la
media de tres réplicas con error estandar. Las letras mintsculas diferentes sobre los grupos de
barras indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los diferentes tiempos de muestreo. La
leyenda del eje de las abscisas indica la estacionalidad (Lluv=temporada de lluvia; Seq=temporada

de sequia); el nimero de muestreo de cada temporada y el mes en que se realizé.
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Figura 2. Distribucién estacional de la concentracién de NH, en tres microambientes de suelo en
una terraza degradada (A) y una conservada (B) en Zapotitlan Salinas. Cada barra representa la
media de tres réplicas con error estandar. Las letras mindsculas diferentes sobre los grupos de
barras indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los diferentes tiempos de muestreo. La
leyenda del eje de las abscisas indica la estacionalidad (Lluv=temporada de lluvia; Seq=temporada

de sequia); el nimero de muestreo de cada temporada y el mes en que se realizé.
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Figura 3. Distribucién estacional de la concentracién de NO, en tres microambientes de suelo en
una terraza degradada (A) y una conservada (B) en Zapotitlén Salinas. Cada barra representa la
media de tres réplicas con error estdndar. La letra a (mindscula) sobre los grupos de barras de
ambas figuras indica que no hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre las diferentes fechas
de muestreos. La leyenda del eje de las abscisas indica la temporada de muestreo

(Lluv=temporada de lluvia; Seq=temporada de sequia); el nimero de muestreo de cada

temporada y el mes en que se realizé.
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Figura 4. Distribucién estacional de la relacién NO_:NH, de tres microambientes de suelo en una
terraza degradada (A) y una conservada (B) en Zapotitlan Salinas. Cada barra representa la media
de tres réplicas con error estandar. Las letras minusculas diferentes sobre los grupos de barras
indican diferencias significativas (P < 0.05) entre las diferentes fechas de muestreos. La leyenda
del eje de las abscisas indica la estacionalidad (Lluv=temporada de lluvia; Seq=temporada de

sequia); el nimero de muestreo de cada temporada y el mes en que se realizé.
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Figura 5. Distribucién estacional del pH en tres microambientes de suelo en una terraza
degradada (A) y una conservada (B) en Zapotitlan Salinas. Cada barra representa la media de tres
réplicas con error estandar. Las letras mintsculas diferentes sobre los grupos de barras indican
diferencias significativas (P < 0.05) entre las diferentes fechas de muestreos. La leyenda del eje
de las abscisas indica la estacionalidad (Lluv=temporada de lluvia; Seq=temporada de sequia); el

nimero de muestreo de cada temporada y el mes en que se realizé.
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Abstract

The abundance of microorganisms in desert a0l environments i closaly related to the accumulation of resourcess around
individual plants, callad “ialands of fertility'. This mseanch was undertaken (1) to study the formation of klands of fertility
in soils under Prosopis leenigate and Pachyeereus Follianus in a preserved terrace and a degraded termce in Zapotithn
Salinas, México and {2) to probe the relationships between the insularity under the plants and cultivable bacteria Tslands
af fertility were evaluated for total organic carbon accumulation, water content, and acetylens reduction activity.
Tnsularity was only evident in degraded soil, while resources were more evenly distributed in preserved soil Acetylans
meduction activity showed an undefined pattern of seasonal variation inboth termaces. All parameters had maximum values
in the preserved termce, ncluding colon y-forming units of cultivable bacteria. The bacteria helonged to genus Rhdzolaon
{ome strain) and Strepiompeas (8 straing) according to 165 DN A saquencing, revealing an umsuspected dominance of
actinobacterias. Fertility slands formed under P. loewigats are the most important motrient sowrces, enhancing microbial
activity in degrading soils. This plant-microbe intzraction delays badlands transformation and could be an impaortant
atrategy for avoiding the degradation of cultivated lands.

4 2007 Blsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Badlands; Fertility slmds; Mesquibe; Nitrogen; Sofl-culurable bactenia

1. Tmtroduction

Water availability, high temperaturés, and nutrient limitation, particularly nitrogen, are the main factors
affecting plant establishment and growth in drylands (Schlesinger et al, 19968). Such systems are highly
vulnerable to the intensity, extent, and frequency of perturbations n these factors, which may lead to
seosystem deterioration (Odum, et al., 1979). Soils with sparse plant cover are exposed to deterioration
through strong physical, chemical, and microclimatic variations where growth of individual plants forms
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“islands of fertility” (Garcia-Moya and McKell, 1970), while patterns of soil humidity and organic matter
accumulation is more evenly distributed in vegetated sods (Whitford, 2002). These islands arise due to the
accumulation of nutrients and organic matter around individual plants. Becanse of the humidity and organic
matter, microbial communities can grow in the islands and play an important role in nitrogen cycling (Herman
et al., 1993, 1994 1995; Schaeffer and Evans, 2005) as well as the mobilization of many other nutrients, like
P, K, Ca, 5 Mg, Na, and F (Cross and Schlesinger, 1999; Whitford, 2002). The response of bacterial
community composition to énvironmental changes in arid sodls has, however, received little attention (Kuske
et al., 2002).

From the islands of fertility model, it follows that the abundanes of microorganizms is closely related to the
concentrations of available resources. Thus, microor ganisms will be more numerous around individual plants
in savanna-like ecosystems, and more evenly distributed in grasslands (Herman et al., 1995 Schlesinger et al.,
1996). Resource availability promotes higher microbial biomass (Kuske et al., 3002) and higher numbers of
free-living nitrogen-fiing bacteria (Herman et al., 1993; Xie and Steinberger, 2002) in the islands of fertility.
Also, microbial degradation of organic matter mobilizes sequestered nutrients.

Thus, plants can benefit either from nitrogen mobilized by organic matter degradation or from newly fixed
nitrogen. The nitrogen becomes ready for plant uptake after being released by predation on bacteria. These
plant-bacterial processes are among the mam mechanisms for soil recovery after perturbation, besides the
importance of accumulation and transportation of soil particles, soil texture, cation exchange capadty and
litter quality as environmental modulators of biotic activity (Cross and Schlesinger, 1999). Thus, drylands
recovery is restricted to windows of activity when conditions are appropriate,

The Zapotitlin Salinas drylands are located in the natural reserve of the Tehuvacin-Cuicatlin Valley,
Mexion, where there have been intense stresses due to human land use dating back to the first Indian cultures
in the valley (McAuliffe et al., 2001; Lopez-Galindo et al., 2003). Low productivity, desertification,
biodiversity loss, and decrease of ecological services ane some of the consequences of changing land use. These
processes have had a greater effect on the alluvial terraces on both sides of the *El Salado™ River than on the
other parts of the hills or surrounding mountains. This is because of the alluvial soils at Zapotitlin are sandy-
clay to sandy-loam with high levels of alkalinity, non-sodic salinity; and are poor in nitrogen and organic
matter content (1.8%), resulting highly susceptibl to erosion (Lopez-Galindo et al., 2003). At present, alluvial
terraces are forming patchy landscapes where badlands and well-preserved soils are intermixed, with gradients
from preserved to deteriorated lands, On these terraces, there are patches with undisturbed vegetation, patches
where soils are starting to erode, and patches that are already transformed in badlands (Lopez-Galindo et al.,
2003},

The use of soil for agriculture, together with the climatic variations typical of arid zones, aceelerates the loss
of organic matter and diminishes microbial populations. This dedine of bacterial populations may further
increase soil deterioration, especially in places, such as the badlands, where vepetation is already frapmented.
Modification of the plant cover itselfl alters soil nutrient cycling, including nitrogen, as denitrification and
ammonium volatilization increases in uncovered soils (Schlesinger et al., 1996). The aim of this study was to
eluddate the response of cultivable bacteria to the formation of islands of fertility in soils transforming into
badlands. The first step was to determine if fertility islands are actually formed around Prosopis leevigata
(mesquite) and Pachyeerens hollionus (colomnar cactus). In order to do this, organic matter was quantified
under e¢ach plant. Soil nitrogenase activity was then monitored to assess the activity of nitrogen-fixing
bacteria. Then, the cultivable bacterial fraction was determined by enumerating colony forming units (CFUs),
assessing  colonial morphology, and performing molecular identification. Lastly, seasonal population
dynamics were analyzed in soils from both plant species at the preserved terrace and badlands.

2. Muaterials and methods
21, Swdy area and sod collection
Zapotitlin Salinas, located in the western part of the Tehuacin-Cuoicatlin Ressrve, Mexico, has a semiarid

climate with an average annual rainfall of 400450 mm, and an average annual temperature of 21 °C. The spil
class is calearic fluvisol, with a loamy sand texture,
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Talle 1
General characlersstics of preserved and degraded terraces i Zapodittin Saknas, Mexico

Preserved {errace (15°15M, 97" 29°W) Degraded termce (18" 19N, 97°27W)

Clima i
Diry-haot {Bsh) with mexn annual rainfall of 375-450 mm and mean annual femperatune 1527, Bainy seson typically stants in May and
bt umil early ODotober, in summer, with June the ramest month. The rany season has a dry period during July (Garcia, 1988

Fegetation

Mesquital is the dominant plant assaciation on the terrace: . This amoczation come by of kg shrubs, such as Prospis bengats
fmesquite) and Parkinsoniz praerox (palo verds), and the columnar cactus M_pcmﬁnﬂmm{“:bme-ﬂ-mﬁi el al | A0
Fremervation level

Plani cover & continuows without sgns of changes in Plant cover & fragmented. Exch fragment may have ane or more trees, shrubs,
s0dl s or ergsion. Vegetation & dearly and cact located about 2-10 m apart from ach other. Landscape & dommared
diffrentiated in herby, shrubs and trees. Soil is deep by badlands, with the highest level of erosion_ Sodl is desp and stony, with no
and stony; showing a dmm superficial or ganic arganic mater depasition on the exposed surface betwesn planis. However,
homizon and sandy-keam textune | Lopex-Cialindo microbial soi crusts wen: forming small patchess which wers avoided during
et al, 2003) sampling. 54l texture & sendy-claysh (Lopes-(Galindo et al., 2005,

Alluvial terraces are the major landscape component in this region (Lopez-Galindo et al., 2003). Two
alluvial terraces were selected, one preserved and the other degraded, which significantly differin their soil and
vepetation characteristics (Table 1). Soil at the preserved terrace is sandy-loam with high calcium content,
while soil at the degraded one is sandy clayish with high content of caldum.

Ineach terrace, soil samples were taken from the root zone of three individual plants of F. laerigata (Humb.
& Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnst. (Mimosaceae), thres individual plants of P holfiamus (F.A.C. Weber) Buxhb.
(Cactaceas), and three interspaces (bare soil), at 10em depth and 20-40¢m distance from the shoot. Sampling
was conducted every 4 weeks in both terraces during the ramy (July-September 2002) and dry seasons
(October-MNovember 2002). One extra sampling was conducted in March 2003,

22 Determination of soil water content and organic matter

Soil water content was determined immediately after sampling by gravimetnic analysis, which consisted of
weighing 10g of fresh soil, drying overnight at 120°C, and reweighing the dried sample. Water content was
caleulated as the difference betwesn fresh and dry weight (dw). Thereafter, soil was sieved in 2 mm mesh and
stored at 4°C until analysis,

Soil organic matter was quantified in 0.5g (dw) samples by oxidation with potassum dichromate
and sulfuric add, followed by titration with ammonium ferrous sulfate (Fe{NH, RS040, 6H-0) and
MN-phenylantranilic add as indicator. Organic matter content was used to determine the presence of fertility
ilands beneath P. laengata and P. hollianus. The content under these species was compared to that in the
mterspaces. This comparison was conducted in both the preserved and degraded terraces,

23 Determination of nitrogenase activity

Mitrogenase activity, measured as acetylene reduction activity (ARA) (Hardy et al,, 1973}, was determined
by gas chromatography as follows: 2 g of soil from each sample were deposited into 37-ml vial flasks in
triplicate, then water was added to soil taking care to reach up to 40% of water-holding capadty. Then, each
flask was capped with cotton and incubated at 28°C for 24 h. After incubation, the cotton caps were changed
for rubber ones in order to produce a hermetic seal on the flasks. Ten percent (v/v) of the total volume of air in
the fasks (approximately 3.7 ml) was then removed with a syringe, and substi tuted with 3.7ml of acetylene.
Flasks were incubated again at 28°C for 24 h, after which 7ml of air were withdrawn and deposited into
sterile vacuum Vacutamer™ tubes, Tubes had no additives and were coating-free. The amount of ethylens
produced during incubation was measured by injecting 0.1 ml of air extracted from each Vacutainer tube into
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a Perkin-Elmer 900 gas chromatograph with a flame ionization detector and a Poropak-N column. Settings
were 25 ml min " nitrogen flux, 150 °C detector temperature, and 120°C injector temperature,

24. Colony forming wnits: enumeration, characterization, and molecular identification

Pure cultures of 14 different cultivable strains were done before establishing the number, characterization,
and molecular identification of the cultivable soil bacteria. These strains were the most abundant in the Rennie
(1981) medinm, and they were used as a reference collection to record and count the growing colonies in
subsequent samples, Gram staining was also performed for each purified strain. These pure strains were then
used for the amplification and sequencing of 165 rDMNA genes in order to determine their taxonomic position.
The fourteen strains were divided into three morphological groups (groups I TT, and TIT).

CFUs for each group were counted by the plate dilution method. One gram of soil was homogenized in 9ml
sterilized distilled water for 1 min and left untouched for 5 min. The supernatant was used for dilutions up to
1073, Then, 20pl were seeded by duplicate in Rennie media plates and were incubated at 28 °C for 7 days.
Results are presented as CFU g~ soil dw.

Amplification of 165 rDMA from all 14 strains were performed after DNA extraction from bacterial
cultures in a nitrogen-free mediom. Bacterial DNA was obtamed by a DNeasy tissue kit (QTAGEN™),
Universal primers wers used for bacterial S5U amplification (FPL27 and RPL1492) to perform the PCR
amplification. The primer sequences are ($-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) and (¥-TACGGY-
TACCTTGTTACGACTT-5) (Lane, 1991). The thermal cycler (MJ Research) was set up for an initial
period of 3 min at 94 °C, then | min at 94°C, followed by 1min at 52 °C, and 1 min at 72°C. These conditions
were repeated for 30 cycles, with a final step of 3min at 72°C. After amplification, the 165 rDMNA was
separated by electrophoresis in 1% agarose gel at 75V for 30 min. The DNA was purified vsing the Gel
Extraction Kit (QIAquick, OIAGEN™) as directed by the manufacturer. The PCR amplification for
sequendng was set up for an initial period of Smin at 95 °C, then 105 at 95°C, followed by 105 at 507C, and
4min at 60 *C. These conditions were used for 45 cycks. After precipitation with aleohol, the amplification
product was sequenced in an ABI Prism 3100 Avant Genetic Analizer Auto-sequencer apparatus, The 165
DA sequences were compared with other prokaryotic sequences available in the GenBank using the
BLAST database software (Benson et al., 2004), and were deposited in the GenBank with accession numbers
DO164430, DO16M21, DO16ME DO164423, DOl642, DO164425, DO164427, DO164428, DO164429,
and D)1 64430,

2.5 Swatistical analyses

Percentapes of organic matter and soil humidity were normalized using an aresine transformation and CFU
results were normalized using a log transformation (Sokal and Rohlf, 2003). Differences in organic matter, soil
water content, and CFU among microenvironments were assessed by analyses of varance (ANOVA). The
correlations between CFLU and organic matter and between CFU and soll humidity were analyzed with
Spearman's coefficient. Differences were considered significant at P<0.05, and all analyses were conducted
using STATISTICA® %9 Edition.

3. Reults

Soil water content variation was very similar among the three microenvironments (P, laevigata, B hollianus,
and interspaces) within each terrace. There were not significant differences (P= 0.12) between terraces
(Fig. 1a and b). However, soil water content in the preserved terrace tended to be slightly higher around the
root zone of the plants, particularly under mesquite, than in the interspaces (Fig. 1b). Soil water content
increased during the rainy season, with September having the highest values (14% in the degraded terrace and
16% in the preserve terrace). Contents in March, the driest month of the year, were only 14% in all
microenvironments (Fig. 1).

The soil organic matter content showed different patterns depending on the microenvironment and terrace,
The content of soils from the degraded terrace was significantly (P <0.05) higher under P. laevigata than

49



1206 TG Ruir ef al [ Foumal af Arid Environments 72 ( 2008) 1202-1212

a
25 -
20 OF kalliaaus
B F izevigatz
H Interspace

A
i

Soil modsture (%)
L

B ]
Weil-fag Wetd-Aug Wetd-Sep  Dryl-Oct Diy2-Nov  Diry3-Mar
Seasonality

Soil moisture (%)
]

B =S bl B VB BR R 3
I:l - T T > T 2 & T oL T . T L 1
WetlJul Wel2Aug Weti_Aug WetdSep Dryl-Oct Dry2Mov Dryd-Mar

Fig. 1. Seasonal dmirdbution fmen a e 3 +5.E. ) of soil mostune in microemvironments m (2} degraded and (bl preser ved termuoes.

F. hollianus and the interspaces (Fig. 2a). In the preserved lerrace, however, organic matter conlenls were
significantly higher under both P laerigata and P holliarus than in the interspaces (Fig. 2b). Soils from the
degraded terrace penerally had lower average organic matter contents than those from the pressrved terrace,
However, the organic matter content of soils remained constant during the course of the year (Fig. 2a and b).

ARA varied among microenvironments and seasons in both terraces (Fig. 3a and b). In the degraded
terrace, mesquite showed higher ARA than P. holligmr and the interspaces during the dry season (Movember,
Fig. 3a), while in the preserved terrace, mesquite had the highest AR A during the rainy season (Jate August,
Fig. 3b). ARA was documented consistently along the wet-dry cyclein the preserved terrace. In the degraded
terrace, however, it was barely detectable after the point of highest soil humidity content.

The bacterial colony morphologies of the purified strains provided easily observable criteria for the
classification of bacteria into three groups (Table 2). Bacterial identification by sequence analysis of the S51
rDMA help form the following groups: group [ is composed of one strain { Bhizobium), group [T contains three
strains (Gordonia, Microbacterium and Sphingomonas), and group [T contains 10 strains {(mostly genus
Streptomyees). Group I was the most abundant in all micreenvironments and throughout the seasons (Fig. 4a
and b}, contributing more than % of the total counts. The following groups in order of abundance were
group I and group 11 (Fig. 4¢-0). The highest number of CFU in the degraded terrace was found under
F. laevigata, followed by P hollignus and the interspaces (Fig. 4a, ¢, and ¢). There were no significant
differences between microenvironments in the preserved terrace (Fig. 4b, d, and ).

The direct correlations between the different groups of bacteria and soil organic matter were low for all
microenvironments despite the terrace. However, there were differences between terraces. Group I and group
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T showed statistically significant correlations with soil organic matter in the preserved i =0.16) and
degraded terruces (= 0.21), respectively. Rhizobiwm (group I) was the only group significantly correlated
with soil organic matter in both terraces (preserved terrace: r* = 0,18, degraded terruce; /* = (.16), though
these correlations were low, Regarding soil water content, bacteria from group I {rf=0.2%) and group ITI
{r* =10.21) were significantly correlated with soil water in the preserved terraee, while bacteria from group [
{r® =0.2) were correlated with soil water in the degraded terrace,

5. Discussion

The results from this study indicate that soil organic matter has accumulated around individual plants of
E. lgenigata and FP. hollianur in the degraded terrace. In contrast, soil organic matter was more evenly
distributed in the preserved terrace because the vegetation forms a continuous sodl cover. The results identified
a gradient of increasing organic matter accumulation from the control soil to mesquite. Only organic matter
clearly formed fertility islands in the degraded terrace. These patterns agree with predictions made by the
islands of fertility model (Herman et al., 1995)

The high organic matter contents found in the soil under mesquite could be due to its leall nutrients content
and the gum chemistry that is secreted by bark. Mesquite leaves have high concentrations of sacarose,
glucosidated fAavonoids, pipecolic acids (an iminoacid), and pinitol (poly-eleohol) (Garcie-Bores, 2003). The
gum contains proteins and several sugars, such as manose, atabinose, and galactose (Lopez-Franco et al,,
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2006). These compounds may enhance soil microbial activity under the mesquite becanse of their high
energetic content, thus contributing to soil food webs development in soil.

Mesquite is the most important contributor for soil nutrient enrichment because of the nitrogen fixed at its
rool aone, Consequently, the greatest quantity of cultivable bacteria was found in the root zone of mesquite,
followed by P hollignus, and then the control soils, This sequence is consistent with the islands of fertility-
promoting microbial growth (Barajas-Aceves and Dendoovesn, 2001; Friss-Hernander et al., 199% Purohit
et al., 2002). This trend was observed in both terraces, but was statistically significant only in the badlands.
A possible explanation is that the more even distribution of organic matter in the preserved terrace allowed the
bacterial populations in the control soil to reach quantities comparable to those under the plants, although
rools development may be partly responsible for this organic matter distribution in sedl. Organic matter
contents in the degraded terrace are more localized and closely tied to the plants, leading to higher bacterial
counts under the vegetation. The effects of organic matter could be observed at both terraces; however, the
quantity of cultivable bacteria in the preserved terrace was always higher than in the degraded terrace.

Besides organic matter per se, the quality of organic matter (C/M ratio), the kind of plant exudes, water
availability, temperature variations, the structure of the external bacterial cell surface, and the amensalist
relationship between soil microorganisms are among the factors worth of consideration for explaining the
variation of bacterial numbers in soil. Then, organic matter has low correlation with bacterial numbers
because all the former factors act together under fisld conditions.

After water, soil nitrogen availability is a critical limiting resource of primary productivity in arid soil
systems, The shortage of nitrogen can be overcome by biological fixation, which in most desert soils is carried
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Tahla 2
Characterifics of strains molated from Zapediflan Salinas soils

1 Rhizohium sp. Zapt-1 (Alphaprodeotacieria). Mormally rod-shaped. Colonies developed afler 24-48h ncubation st 28°, yellow,
circular, conves, semitranslucent and mudbsgmous. Gram negative, ARA postive.

n Microhacterismm sp. Fapt-11 (Actinchocteria). Imegularly shaped rods that sometimes fom a V-shape. Calonies developed afier
72h meubation at 287, no coloration, transhucent, shiny, shightly comvex, and rounded with entire margns. Myclia-type growth
wis nod ohderved. Gram pasitive, ARA moonclusive.

Crordonia sp. Fapi-15 {Actmobacteria ). Cocooide and short rods. Colonies developed afier 72 h incubation 2t 28, droulsr, low
convex, smaoth, Bght pink. Mo serial hyphae and diffusible pigments. Gram positive, ARA positive.

Ephingomonz sp. Fapt-16 (Alphaproteshacteria). Small rods. Colonies developed afier 72 h incubation at 28°, crcular, skghtly
convex, Bghl yelow, smooth. Giram negative, ARA positove.

1 Sreptomyces sp. Taph? (Acimobacteria) Mycelial. Colonies developed afier % h ncubadtion at 28, white, opaque, 0.5-2 mm
diameder. Ciram postive, ARA postive.
Ereptomycer Zapt-3 (Actincbacieria). Mycelial. Colonies developed afler 96 h incubation at 28°, brown, omgue. Diffusible
pigments. Ciram postive, ARA poative.
Fapi-4. Mycelial . Colonies devel aped afler % h incubation at 28", obvense sde white and meverse ade gray, opague. Mon-
diffusible pigments. (imm podive, ARA posive.
Ereptomyces sp. Lapl 6 (Actmotncena). Mycslial. Colomes developed afier 72 h moutmtion at 287, red, opague, 7 mm diameter .
DiiTusible pigments. Gram pasitive, ARA paitive.
Sreptomyces sp. Taphs (Actmobacterza) Mycelml. Colones developed after %6 h meubation at 28", olwense @de white and
reverse sde brown, opagque, 2 mm diameter. Diffusible pigments. Gram positie, ARA positive.
Zapt-9. Mycelial. Colonies developed afier 96 h incubation at 25, obverse sde white and reverse ade green, opaque. Non-
diffusible pigments. Giram postive, ARA positive.
Sireptomyces sp. Taph12 (Adinobactena). Mycehal Colomes developed after 96h meubation at 287, yellow, opaque. Mon-
diffusible pigmenis. (inm posive, ARA pos e
Zapt-13. Mycelial. Colonies developed after 36 h mcubation at 28°, grey, opaque, 1-2mm diameter. Man-diffusble pigmenis.
Gram positive, ARA poditive
Fapd-14. Mycehal. Calones developed afier 96 h ncubation at 287, brown, opaque, 7mm diameser. Non-diffusible pigmenis.
Giram posifive, ARA postive.
Sreprompces sp. Taph] § {Acinobacteria). Mycelial Colonies developed afier 96h incubation at 287, green, apadque, 5mm
diamedter. Mon-diffushle pigments. Gram paiitive, ARA pasitive.

Maolecular identification was done afier amplification and sequencing of 165 rDMA genes.

out mainly by microbial soil crusts. Estimations of nitrogen fixation by biologeal crusts through ARA range
from 0 to 250 nmol CoHz em ™ h~" in the Chihuahuan Desert (Hartley and Schlesinger, 2002; Yeaper et al,
i), and from 30 to T70nmol CoHzan*h~" in the Mojave Desert (Billings et al, 3003). Acetylene
reduction of soil heterotrophic bacteria is highly variable and ranges from 0.001 to 5.55nmol C;Hz gh on the
rool surfaces of sugar cane (Dobereiner et al, 1972) and from 100 to 1400 GHy(nmolg=") in Stipa
hymenoides (xeric grasses) (Wallstein, 1991). However, lower mean rates of AR were determined at the Mojave
desert, such as 48 pmolm™h™" in Plewraphis rigida, 8.5 pmol CzHam ™ h™" production in Larrea ridentata
and 43pmolm k" in Lyciwm spp. (Billings et al,, 2003). Bacteria isolated from roots of cacti in Nuevo
Ledn, México produced from 0.50 to £21 nmol CGiHz tubeh in pure cultures (Loera et al, 1996) and
Burkholderia isolated from maize and coffes on several regions of México produced 10-436nmol C;Hyh
(Estrada-de los Santos et al., 3001). The results presented here showed that nitrogen fixation in Zapotitlin
Salinas is relatively low (0-15nmol C:Hz gdw h) compared to other Morth Amernican desert erusts or bacterial
cultures; however, these yields are within the range of production at the root 2one reported at previous studies.
It is important to bear in mind, however, that these measurements were conducted only for soil bacteria rather
than microbial soil crusts or pure cultures. Although the estimates of ARA were low, the nitrogen-fixdng
bacteria may be important in nitrogen mobilization bécanse they are able to obtain this nutrient from low-
energy sources, which can in turn be incorporated in soil food webs. Ultimately, this nitrogen can return to
plant biomass when protozoa and nematodes feed on bacteria and release part of the nitrogen near the root
system (Mayzlish and Steinberger, 2004). This process becomes important at the end of the window of activity.
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At that time, plants accumulate biomass and energy for the next season and nitrogen demand can exceed the
system's capadty to supply it.

Modules were not seen m mesquite roots at 0-10an, even during periods of greater water availability.
However, there may be nodules at greater depths. Tt is also possible that nodules are absent due to either an
inability of the bacteria to produce nodules or stressful soil conditions (Serraj et al., 1999, The proliferation of
Rhizobiwm both inside and outside of the islands of fertility indicates that these bacteria are effident at
acquiring resources from the sodl. Based on the ARA values registered in this study and those reported for
microbial soil crusts, the lack of nodule formation suggests that non<symbiotic nitrogen fixation plays an
important rolein the nitrogen cycle (Belnap, 2002; Billings et al., 2003, Evans and Ehleringer, 1993). Thus, this
study gives support to the Hartley and Schlesinger (2002) proposition that nitrogen fixation by non-nod ulatng
microorganisms contributes to the total supply of nitrogen to and écosystems.

In conclusion, islands of fertility around mesquite are the principal sites of microbiological activity,
including nitrogen fixation, and accumulation of organic matter, and humidity especially in degraded sites
such as badlands. At preserved sites, the full vepetation cover (e.g. grasslands) provides a more favorable
environment for cultivable microorganisms to grow. Soil microbial population analysis by melscular tools
may help in understanding the effects of vegetation removal or changes in plant species on soil nutrient
dynamics. This is of paramount importance for very fragike systems such as the two alluvial terraces analyzed
at Zapotitlin Salinas, which have been historically subjected to changes in soil use for agriculture. Such
activity has impoverished soil nutrient stores, limiting the productivity of cultivars (MeAuliffe et al., 2001) and
compromising ther future use
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CAPITULO 1l

ESTABLECIMIENTO Y ACTIVIDAD REDUCTORA DE ACETILENO DE
BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO DE VIDA LIBRE EN SUELO DE
ZAPOTITLAN SALINAS, PUEBLA, EN CONDICIONES EXPERIMENTALES

INTRODUCCION

Las interacciones mutualistas, tréficas y de competencia afectan directamente los
procesos ecosistémicos porque modifican los flujos de materia y energia, o indirectamente porque
modifican la abundancia de las especies con fuerte efecto en el ecosistema. Muchas de estas
interacciones tienen alto grado de especificidad, lo cual incrementa la probabilidad de que la
pérdida de una especie tenga efectos en cascada en el resto del ecosistema (Chapin et al. 2000).
Esto es particularmente importante en ecosistemas pobres en especies ya que los de mayor
riqueza tienen mayor oportunidad de que las especies que se pierden sean compensadas por las
especies remantes (Ekschmitt y Griffiths, 1998).

Todos los procesos que son regulados por las bacterias del suelo son esenciales para la
productividad y la estabilidad de cualquier ecosistema; pero se desconoce la importancia
funcional del total de la diversidad de especies microbianas que realizan estos procesos (Dickens y
Anderson, 1999). Se estima que el banco de genes microbianos en el suelo es de 2000 a 18000
genomas g"(Dunbar et al. 2002), lo cual es mayor al nimero de microorganismos a los que se les
ha identificado alguna funcién en el ecosistema (Griffiths et al. 2001).

Debido a la gran cantidad de microorganismos que existen en el suelo, se considera que
los procesos que son regulados por ellos nunca podrian estar comprometidos por la falta de
diversidad microbiana, siempre y cuando el ecosistema permanezca dentro de los limites
fisicoquimicos adecuados para la actividad microbiana (Finlay, 2002).

Los grupos funcionales o tipos funcionales son grupos de especies, permanentes o
temporales, que tienen efectos ecolégicamente similares en los procesos del ecosistema (Chapin
et al. 2002, Blondel, 2003). La diversidad de especies del grupo funcional o la diversidad genética
dentro de las especies producen diferentes respuestas a los cambios ambientales, lo que puede

tener consecuencias en los procesos ecosistémicos (Chapin et al. 2000, 2002); por ello, la gran
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cantidad de especies funcionalmente similares incrementa la probabilidad de que alguna de ellas
sobreviva a cambios direccionales o estocdsticos en el ambiente, y mantenga las propiedades del
ecosistema (Chapin et al. 2000). Sin embargo, la redundancia funcional no debe ser tomada
como si el suelo tuviera capacidad infinita para continuar con su funciones y procesos
microbioldgicos (Girvan et al. 2005).

El grupo funcional de fijadores de N de vida libre estd ampliamente distribuido en el
suelo, pero el conocimiento acerca de su importancia ecolégica y de su diversidad es incompleto
(Birgmann et al. 2004). En las zonas aridas se encuentran en grandes cantidades alrededor de las
raices de las plantas (Herman et al. 1993; Xie y Steinberger, 2002). Otro tipo de estudios se
relaciona con su diversidad a través de herramientas moleculares (Dunbar et al. 1999, 2002;
Yeager et al. 2004).

En México, la investigacién sobre los microorganismos relacionados con el ciclo del N de
las zonas secas se ha abordado desde los enfoques de la ARA en cultivos bacterianos de la
rizosfera de cactaceas (Loera et al. 1996); la propuesta de utilizar a Azospirillum brasilense como
promotora del crecimiento vegetal, particularmente en cactaceas utilizadas en la reforestacién de
zonas urbanas (Bashan, et al. 1999), la interaccidn microorganismo-Propospis laevigata (Frias-
Herndndez, et al. 1999, 2000, Barajas-Aceves, 2001, Reyes-Reyes et al. 2002), o la influencia del
agua y de la disponibilidad de N en la emisién de gases (Ponce-Mendoza et al. 2006).

En el capitulo Il del presente trabajo se describi6 la relacién del grupo funcional de
fijadoras de nitrégeno vida libre de la zona de raices de P. /aevigatay P. hollianusy suelo libre de
vegetacion con la materia organica y la humedad del suelo. En este capitulo se planteé como
objetivo general determinar si estas bacterias, consideradas como parte del grupo funcional de
fijadores de vida libre, podrian establecerse y mantener su ARA en un ambiente edafico que fue
modificado de manera experimental. Debido a que fueron inoculadas en suelo del mismo sitio de
donde fueron asiladas, se esperaba que la mayoria de ellas se pudiera establecer y mantener su

ARA en el suelo estéril.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de cepas

Se utilizaron las cepas aisladas previamente y de las cuales se presenta parte de su
caracterizacién en la tabla 2 y su dindmica temporal en la Figura 4 del capitulo Il. Ademas se

utilizaron otras cuatro cepas de bacterias filamentosas que fueron aisladas posteriormente y que
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también crecian en los tres microambientes de suelo (zona de raices de P. /aevigata, P. hollianus,
y suelo libre de vegetacién). En este capitulo se presenta informacién complementaria de la
caracterizacién fenotipica y genotipica de las primeras 14 cepas asi como de las otras 4 que se
aislaron posteriormente. Estas 18 cepas se consideraron como un grupo funcional de fijadores de
vida libre cultivables y heterétrofas.

Todos los cultivos utilizados para la inoculacién en suelo estéril se realizaron en medio
liquido libre de nitrégeno reducido y para contar las unidades formadoras de colonias (UFQ), se

utilizé el mismo medio, pero sélido (Rennie, 1981).

Preparacion del suelo estéril

El suelo se colect6 en la terraza conservada en septiembre de 2002 con el disefio descrito
en los capitulos anteriores. En el laboratorio se prepararon tres tipos de mezclas compuestas, una
por cada microambiente: la primera se formé con suelo de la zona de raices de tres arboles de A.
laevigata; la segunda de la zona de raices de tres individuos de P. hollianus, y la tercera de tres
sitios libres de vegetacion.

Se pesaron 5 gramos de suelo de cada mezcla compuesta en frascos de vidrio trasparentes
de 37 ml, se taparon con tapén de algoddn y se esterilizaron en autoclave en tres ciclos de 121°Cy
1.5 Ib de presiéon por 15 min. La esterilidad se comprobé mediante siembras de diluciones

. 4 " -
sucesivas de suelo de 10 a 10". Se utilizaron cuatro frascos de cada mezcla para cada cepa.

Establecimiento de cepas bacterianas en suelo estéril

Los frascos con suelo estéril fueron inoculados con 0.8 ml de cultivos bacterianos liquidos
y se incubaron por 72 horas a 28°C. A las 24 y 48 horas, se adicionaron 2 ml de extracto de suelo
estéril’ a cada frasco con el fin de mantener la humedad del suelo a 16% durante el tiempo de
incubacién, la cual se contintio hasta las 72 horas. En este nivel de humedad se registro el mayor
nimero de bacterias en el suelo de los tres microambientes durante el ciclo anual (Capitulo 2).

La cuantificacion del las UFC inoculadas se realizé sembrando en medio sélido 10 pl de los
mismos cultivos liquidos utilizados como fuente de indculo, e incubando por g6 horas a 28°C. Se
conté el nimero de UFC y esta cantidad se extrapolé al volumen de inéculo adicionado al suelo.

La cuantificacion del inéculo se realizé de esta manera debido a que ain en medio liquido, las

" El extracto de suelo de cada mezcla compuesta (microambiente) se prepar6 con 100 g de suelo y 500 ml de agua destilada. Esta
mezcla se mantuvo a 4° durante una semana, se filtro y se esterilizé en autoclave por 15 min a 121° y 15 Ib de presién. Se
comprobé la esterilidad por siembra de alicuanta de 20 pl en medio sélido libre de nitrégeno reducido.
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bacterias filamentosas formaron colonias de 2-4 mm de didmetro que se adherian a las paredes del
tubo o se quedaban suspendidas en el medio de cultivo, por lo cual no fue posible registrar su
crecimiento por espectrofotometria. La cuantificacion del inéculo de las bacterias con morfologia
de bacilos y cocos también se realiz6 de esta manera con el fin de homogeneizar los
procedimientos utilizados. La cuantificacion del nimero de UFC que se establecieron en el suelo
estéril se hizo mediante la siembra de 20 pl de una dilucién de suelo de 10” en cajas Petri con
medio de cultivo sélido. Las cajas se incubaron por 5 dias a 28°C y se conté el nimero de UFC.

Se calculé la cantidad de UFC por gramo de suelo. Los resultados se reportaron para cada
cepa en cada mezcla de suelo, como el promedio de las UFC establecidas en los cuatro frascos
inoculados entre el promedio de las que fueron inoculadas (UFC establecidas / UFC inoculadas). A

este cociente se le denominé incremento relativo.

Actividad reductora de acetileno (ARA) de bacterias en suelo estéril

Se utilizaron los mismos frascos en donde ya se encontraban inoculadas las bacterias.
Después de que se tomé la muestra de suelo para cuantificar las UFC establecidas, los tapones de
algodén de los frascos de incubacién se sustituyeron por tapones de plastico flexible a través de
los cuales se extrajo 10% de su volumen de aire y se inyecté el mismo volumen de acetileno.

Los frascos se incubaron por 24 horas mas y después se tomé una muestra de la mezcla de
gases en un tubo al vacio. La cantidad de etileno producido se determiné por cromatografia de
gases, utilizando un cromatégrafo Perkin-Elmer goo, con detector de ionizacion de flama y
columna Poropak-N, con flujo de nitrégeno de 25 ml/min, detector de temperatura de 150°C y
temperatura del inyector de 120 °C. Los datos se reportaron como el promedio de cuatro réplicas
en pmoles etilenogramo de suelo™hora de incubacién. Debido al alto grado de variabilidad entre

los datos, no fue posible aplicar ningtin tipo de analisis estadistico (Figura 2).

RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica y genotipica del grupo funcional de fijadores de vida libre
cultivables

De las 18 cepas aisladas, 14 fueron de morfologia filamentosas Gram positivos (cepas 2, 3,
4,5, 6,7,8,9,10,12,13, 14,17y 18), 2 bacilos y cocos irregulares Gram positivos (cepas 1y 15)

y 2 bacilos Gram negativos (cepas 1y 16) (tabla 1). 7 de las 14 cepas filamentosas pertenecen al
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género de actinobacterias Streptomyes (capitulo 2, tabla 2), y debido a que las cepas 4, 5, 7, 9,
13, 14 y 17 mostraron caracteristicas fenotipicas (morfologia, tiempo de crecimiento y tincién de
Gram) similares a las identificadas a éstas, se sugiere su pertenencia a dicho género. En las
figuras 1, 2'y 3 se presentan ejemplos de las cepas aisladas.

Para complementar la descripcién fenotipica y genotipica de estas bacterias, en la tabla 1
se presenta el nimero de bases obtenidas para cada cepa y el porcentaje de similitud con otras

secuencias depositadas en el GenBank.

Incremento relativo de bacterias en suelo estéril

El incremento relativo de las bacterias inoculadas se presenta en la figura 1. Todas las cepas no
filamentosas de ambas divisiones (Alphaproteobacteria y Actinobacteria) mostraron incremento
relativo en el suelo de los tres microambientes. En la division de las Alfaproteobacterias,
Rhizobium Zapt1 tuvo un incremento relativo de alrededor de 18 veces en el suelo de ambas
plantas, el cual bajé a 12 en el suelo libre de vegetacién. Sphingomonas Zapti6 mostré menor
incremento que RAizobium, con sblo 8 veces mas crecimiento en las tres condiciones de suelo.

En las actinobacterias filamentosas, sélo 4 cepas (Zapt 5,13, 17 Y 18) mostraron esta
caracteristica y el resto decreci6 en al menos uno de los suelos probados. En 5 de estos casos
(Zapt 2, 4, 7, 12 y 14), el decremento se registré en las tres condiciones de suelo.

En las Actinobacterias no filamentosas, Gordonia (cepa Zapt 15; Actinobacteria no-
filamentosa) fue la cepa con mayor incremento relativo con 32 veces su poblacién inicial en el
suelo de P. hollianus, 30 en el suelo de P. /aevigatay 25 en el suelo de interespacio (Figura 4). En
la otra cepa de Actinobacterias-no filamentosas, Microbaterium Zaptui, el incremento relativo fue
de entre 12 y 14 veces.

En los actinomicetos filamentosos, la cepa Zapt13 fue la que mostré mayor incremento

con 14 a 27 veces la cantidad inicial en el suelo de P. hollianusy P. laevigata, respectivamente.

Actividad reductora de acetileno de bacterias en suelo estéril

La ARA mostré alta variabilidad entre las cepas, entre las tres condiciones de suelo e
incluso de manera interna entre los cuatro frascos inoculados con cada cepa (Figura 5).

En las Alphaproteobacterias, la ARA se registré en el suelo de P. /aevigata e interespacio

en Rhizobium Zapt1 y en el suelo de ambas plantas en Sphingomonas Zapti6.
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En las actinobacterias no filamentosas, ninguna las cepas expreso ARA en el suelo libre de
vegetacioén. Microbacterium lo hizo Uinicamente en el suelo de P. /aevigata, y Gordoniaen el suelo
de ambas plantas.

En las Actinobacterias filamentosas, la ARA fue positiva en 13 de las 14 cepas. En 5 de
ellas (2, 3, 9, 14 y 17) se registr6 en los tres microambientes y en dos cepas mas (6 y 18) sélo en el
suelo de ambas plantas. En el resto de las cepas se presentaron diferentes combinaciones de ARA

positiva entre los tres microambientes de suelo.

Relacién entre el incremento relativo y la actividad reductora de acetileno

Del total de las cepas que se establecieron en los tres microambientes de suelo, sélo la
cepa Zapt1y mostré actividad reductora de acetileno en las tres condiciones de suelo.

En las cepas Zapt2 y Zapti4, la cantidad de bacterias mostré un decremento en los tres
microambientes de suelo, sin embargo, la ARA fue positiva también en los tres microambientes.

La cepa que tuvo mayor incrementd relativo (Gordonia Zapt 15) no fue la de mayor ARA

(Zapt 9).

DISCUSION

La necesidad experimental de producir un ambiente controlado para las bacterias, sin
ningln tipo de microorganismo ni de raices vivas o muertas que interfirieran con las cepas
inoculadas, obligé a retirar los restos de raices y a esterilizar el suelo en autoclave. Esto modificé
el ambiente edafico original de dénde las bacterias fueron aisladas, el cual tenia en promedio 5%
de humedad y 3.5% de materia orgénica. Esta humedad se elevé a 16% durante el tiempo de
incubacién y ademas, la adicién de medio de cultivo con inéculo bacteriano modificé el carbono
disponible que habia en el suelo.

La esterilizacién también eliminé de manera automatica las interacciones ecolégicas en
donde intervienen los microorganismos como la depredacién, el amensalismo, el comensalismo o
el mutualismo. En los suelos con plantas, los exudados rizosféricos representan una fuente
constante de carbono de fécil acceso, mientras que en los suelos sin vegetacion, el
establecimiento de las bacterias depende en gran medida de su capacidad para metabolizar
compuestos mas recalcitrantes una vez que se agota el carbono labil remanente. La ausencia de
vegetacion obligd a los microorganismos a metabolizar el carbono proveniente del medio de

cultivo con el cual fueron inoculadas, el del extracto de suelo utilizado para ajustar la humedad y
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el presente en la materia organica que en parte proviene del rompimiento de las células
microbianas lisadas por la esterilizacion. Ademas, la esterilizacion del suelo detuvo la produccién
de sustancias que pueden inhibir o promover el crecimiento de otros microorganismos (de Boer et
al. 2003), modificar los almacenes de nitrato y amonio (Ramsay y Bawden, 1983) y la absorcién
de acidos fendlicos (Dalton et al. 1989).

La expresion de incremento relativo y ARA en al menos uno de los tres microambientes de
suelo manipulado experimentalmente, indica que estas bacterias pueden resistir cambios en el
ambiente edafico, pero con diferencias muy marcadas en su nivel de tolerancia. El grupo que
presenté mayor incremento relativo y ARA en al menos un microambiente podria tener mayor
capacidad de supervivencia en condiciones ambientales cada vez mas adversas como sequias,
temperaturas elevadas o muy bajas o perturbacién mecanica del suelo (Ekschmitt y Griffiths,
1998). Por el contrario, las bacterias que no lograron establecerse podrian pertenecer a un grupo
altamente sensible a los cambios ambientales y por lo tanto, ser afectadas de manera mas severa
e incluso eliminadas por la presién ambiental.

Los resultados positivos en ambas propiedades (incremento relativo y ARA) sugiere que el
grupo de 18 cepas que fueron utilizadas en este experimento conforman un grupo funcional:
fijadores de nitrégeno de vida libre, heterétrofas, cultivables. Xie y Steinberger (2002) aislaron
bacterias con capacidad para crecer en medio de cultivo similar al utilizado en este trabajo, por
ello las consideraron como parte de este grupo funcional. Sin embargo, esta capacidad también
puede estar sugiriendo la existencia de otro grupo funcional bacteriano en el suelo: el de los
microtréfos para el nitrégeno, cuyos miembros pueden extraer las trazas de este elemento que se
encuentran en el agar o en el extracto de levadura e incorporarlo a su biomasa (Herman et al.
1993, 1994). Debido a ello, el crecimiento en medios de cultivo sin nitrégeno se debe
complementar con la ARA, la cual es comdnmente utilizada para medir fijacién de N
(Introduccién general -tabla 1; Yeager et al. 2004; Deluca et al. 2008).

En este grupo funcional fue notorio el nimero de UFC de Rhizobium en los tres
microambientes de suelo tanto en conteos de cultivos directos de suelo sin manipular (Figura 4,
Capitulo 2) como en de suelo modificado (Figura 2). Estas bacterias son heterdtrofas en vida libre
pero fijan el nitrégeno de manera simbidtica con muchas especies de leguminosas. Sin embargo,
se ha reportado que diversas cepas de rhizobios han expresado ARA en ausencia de las
leguminosas, ya sea formando biopeliculas con Penicillium sp (Jayasinghearachchi y Seneviratne,

2004; Seneviratne y Jayasinghearachchi, 2005) o en cultivos en donde se encuentra en vida libre
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(Postgate, 1975; Pagan et al. 1975, Kurz y LaRue, 1975, Kenster y Evans, 1976; Manian et al. 1984,
Bender et al. 1986, Garcia-Plazaola, 1996), siendo el C y N disponibles, la concentracién de
oxigeno y la densidad celular los elementos mds importantes para la actividad nitrogenasa de
Rhizobium en vida libre (Keister y Evans, 1976). En el presente trabajo, la cepa de Rhizobium
Zapt1 expres6 ARA en el suelo de P. /aeviagay el suelo libre de vegetacién.

La variabilidad en la expresién de la ARA de todas las cepas es congruente con la
reportada en costras microbiéticas (Belnap, 2002, Hartley y Schlesinger, 2002, Billings et al.
2003, Hawkes, 2003, Yeager et al. 2004) y en fijadores de vida libre de otros sistemas éridos (Xie
y Steinberger, 2002). Los valores de ARA obtenidos en el presente trabajo no pueden compararse
directamente con los reportados por los autores anteriores debido a que se obtuvieron de
consorcios microbianos (costras y suelo) de zonas secas que caen en la categoria de aridas
(Desiertos Chihuahuense y Sonorense, y de Negev); mientras que Zapotitlan es considerado como
semiarido. Ademas, no existen datos de ARA o de fijacién de nitrégeno para ningin grupo de
microorganismos en Zapotitlan, por lo que estos resultados representan un primer acercamiento
al entendimiento del proceso de fijacién de nitrégeno en estos suelos.

Se esperaba que debido a que las bacterias fueron inoculadas en el mismo suelo de donde
fueron aisladas, mantuvieran su capacidad de establecimiento y de ARA; sin embargo, mostraron
diferentes rangos de tolerancia a los cambios experimentales que llevé a algunas de ellas a
disminuir su poblacién. Por ello, se sugiere que las variaciones ambientales y las interacciones
biolégicas que se dan en la zona de estudio, también las podrian afectar de diferente manera, y al
formar parte del grupo funcional de fijadores de N de vida libre, la muerte de algunas ellas,

contribuiria con la circulaciéon de N en este ecosistema.
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Division Alphaproteobacteria

Rhizobium Zapt Sphingomonas sp. Zapt16

Divisién Actinobacteria Cepas No filamentosos

Gordonia sp. Zaptis. Microbacterium sp. Zapti1

Figura 1. Cepas bacterianas no filamentosas aisladas de suelo de las terrazas aluviales de
Zapotitlan Salinas, Puebla. Se utilizaron fondos de color diferente dependiendo de la coloracién

de la colonia bacteriana.
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Division Actinobacteria Cepas filamentosas

Streptomyces Za' .
-

Figura 2. Cepas bacterianas filamentosas aisladas de suelo de las terrazas aluviales de Zapotitlan

Salinas, Puebla. El pigmento de las colonias bacterianas se produce de manera natural en medio
de cultivo libre de N reducido. En Streptomyces sp. Zapt2, 4 y 7, se utilizé fondo negro para

lograr el contraste de colores.
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Morfologia Colonial Morfologia celular
Rhizobium sp. Zapt1

Colonias convexas, circulares, Bacilos
semitraslucidas y mucilaginosas Gram negativo

Crecimiento micelial,

Filamentos

rojas, opacas, 7 mm didmetro aprox Gram positivo

Figura 3. Ejemplos de morfologias colonial y celular de cepas bacterianas aisladas del suelo de las

terrazas aluviales de Zapotitlan Salinas, Puebla.
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Tabla 1. Identificacion molecular por la secuenciacién del 16S rDNA de g cepas bacterianas. Se
muestra niimero de acceso de la secuencia asignado por el GenBank. La segunda y tercer columna
muestran el ndmero de bases que se compararon y el porcentaje de similitud entre las secuencias.

Nombre y nimero de
acceso asignado por el
GenBank

Comparacién del
nimero de bases de
cepas de Zapotitlany
las del GenBank

Similitud
entre las
secuencias de
bases (%)

Género obtenido de la
comparacién de secuencias

Divisidn
Alphaproteobacteria

Morfologia bacilar

Gram negativas

Rhizobium  sp. Zapt -1 867/ 877 98 Rhizobium  sp.Y210710
DQ164421
867/ 877 98 Rhizobium etli ~ bv. phaseoli
AY998046
865/ 877 98 Rhizobium leguminosarum
bv. viciae U8g829
Sphingomonas  sp. 800 / 828 96 Sphingomonas  sp. AJ575817
Zapt -16 DQ164429 .
797 / 828 96 Sphingomonas pruna
Yog637
798 / 828 96 Sphingomonas  sp.
AB033948
Divisién Actinobacteria Morfologia cocoide y
bacilos irregulares,
Gram positivos
Microbacterium 930 / 956 97 Microbacterium foliorum
Zapt-11 AJ249780
DQ164420 930/ 957 97 Microbacterium sp. Bog207
928 / 956 97 Microbacterium
hydrocarbonoxydans
A)698726
Cordonia  sp.Zapt -15 898 / 913 98 Gordonia terrea AY771330
DQ164428
849 / 866 98 Gordonia bronchialis
X79287
849 / 866 98% Gordonia rhizosphera
ABoo4729
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Tabla 1. Continuaciéon

Nombre y nimero de
acceso asignado por el
GenBank

Comparacién del
ndmero de bases de
cepas de Zapotitlany
las del GenBank

Similitud
entre las
secuencias de
bases (%)

Género obtenido de la
comparacién de secuencias

Divisién Actinobacteria

Morfologia filamentosa, Gram positivos

Streptomyces sp. Zapt -2
DM164422

Streptomyces sp. Zapt-3
DQ164423

Streptomyces sp. Zapt-6
DQ164424

Streptomyces sp. Zapt-8
DQ164425

Streptomyces sp. Zapt-10
DQ164426

Streptomyces sp. Zapt -12
DQ164427

Streptomyces sp. Zapt -18
DQ164430

852 / 8386
852 / 886

845 / 886

785 / 8o1
785/ 8o1

785 / 8o1

756 / 786

755/ 786

756 / 786

560 / 568
560 / 568

561 / 569

749 / 762

749 / 762

749 / 762

772/ 784
771/ 784

769 / 784

605 / 627

605 / 627

96
96

95

98
98

98

96

96

96

98
98

98

98
98

98

98
98

98

96

96

Streptomyces sp AFo12739

Streptomyces somaliensis
AJooy401

Streptomyces setonii

D63 872

Streptomyces cyaneus
AF346475

Streptomyces indigocolor
AF346474

Stre ptomyces indigocolor
AJ399464

Streptomyces maritimus
AF233338

Streptomyces
shandongensis AY875718

Streptomyces
steffisburgensis ABo45889

Streptomyces africanus
AY208912

Streptomyces cyaneus
AJ399470

Streptomyces afghaniensis
Al399483

Streptomyces
pseudogriseolus X80827
Streptomyces sp. AFo26080o

Actinomycetales bacterium
AY944259

Streptomyces alboniger
AY845349

Streptomyces
resistomycificus AJ310926
Streptomyces chartreusis
AJ399468

Streptomyces cyaneus
AF346475

Streptomyces indigocolor
AF346474
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CAPITULO IV
SECUENCIACION DEL GENE n/fH EN UNA CEPA DE Microbacterium sp.
AISLADA DEL SUELO DE LA ZONA SEMIARIDA DE ZAPOTITLAN SALINAS,
PUEBLA

INTRODUCCION

La fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) es la reduccién de N gaseoso (N) a N
biolégicamente disponible (NH4). Todos los fijadores de nitrégeno (diazétrofos) que se conocen
son procariotes y estan ampliamente distribuidos en los dominios Archea y Bacteria (Izquierdo y
Nisslein, 2006). La gran diversidad de los diazotrofos también se extiende a sus caracteristicas
fisiolégicas ya que la realizan microorganismos anaerobios estrictos, facultativos, aerobios,
microaerobios, fotétrofos, quimioautétrofos y heterétrofos (Postgate, 1998)

La capacidad fijadora de nitrégeno recae exclusivamente en el complejo enzimatico
nitrogenasa, especificamente en el gene n/fH (Raymond et al. 2004).

La secuencia del n/fH esta bien conservada y es ampliamente utilizada como marcador
molecular para la fijaciéon de nitrégeno (Zehr et al. 2003). El n/H cuenta con una amplia
coleccién de secuencias de organismos cultivados y no cultivados de diversos ambientes que
incluyen mar abierto, la regién de la Antartida, biopeliculas, lagos, sedimentos estuarinos,
estromatolitos, pozas hidrotermales, pastos marinos, suelo agricola y forestal y de costras
microbidticas, rizosfera de diversas especies, tracto digestivo de termitas, e invertebrados
marinos (Zerh et al. 2003, Yeager et al. 2004, Izquierdo y Nisslein, 2006). Como resultado de
estos estudios, se encontré alta diversidad en el gene n/fH (Izquierdo y Nisslein, 2006).

En un analisis comparativo de las secuencias de estos ambientes depositadas en el
GenBank, el suelo tuvo menor nimero de secuencias de n/fH que los ambientes acuaticos, tanto
en organismos cultivados como no cultivados (Zerh et al. 2003, Izquierdo y Niisslein, 2006). Esto
podria explicarse, al menos parcialmente por la propia heterogeneidad fisicoquimica del suelo,
debido a que la distribucién de los microorganismos varia en funcién del tipo de suelo y de la
escala utilizada (Izquierdo y Nisslein, 2006).

En las zonas aridas, la investigacion sobre el gene n/H se ha centralizado en las costras
microbiéticas (Omoregie, 2004, Yeager et al. 2004, 2007) mientras que para las bacterias
heterétrofas cultivables, la informacion es escasa. De manera particular, para Zapotitlan no existe

informacion al respecto. Por ello, teniendo presente que las bacterias cultivables descritas en los
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capitulos Ill 'y IV crecieron en medio libre de nitrégeno reducido y que la mayoria mostré
actividad reductora de acetileno, el objetivo del presente capitulo fue amplificar y secuenciar el
gene nifH a partir del ADN previamente extraido, partiendo de la hipotésis de que por las

caracteristicas antes descritas, se sugiere su pertenencia a los fijadores de vida libre.

MATERIALES Y METODOS

Amplificacién y secuenciacién del gene n/ifH

A partir del ADN extraido de las cepas Rhizobium Zapti, Microbacterium Zaptii, Gordonia Zapt
11, Sphingomonas Zapt 16, y Streptomyces Zapt2, 3, 6, 8, 12, y 18 (capitulos Il y 1), se intentd
secuenciar gene n7/fH por PCR anidados. En el primer ciclo de PCR se utilizé 1 41 de ADN vy los
iniciadores nifH-3 y nifH-4. Para el segundo ciclo de PCR se tomé 1 44 del producto del primer
ciclo de PCR y los iniciadores nifH-F y nifH-R (Zehr y McReynolds, 1989) (tabla 1). El gene nifH se
separd por electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 75 V por 30 min, y purificado usando Gel
Extraction Kit (QIAquick QIAGEN) siguiendo las especificaciones del fabricante. Después de la
precipitacion con alcohol, el producto del segundo PCR se secuencié en un secuenciador ABI
Prism 3100 Avant Genetic Analizar. Las secuencias obtenidas se compararon con las depositadas
en el GenBank mediante la opcién nucleotide-BLAST (Benson et al. 2004). Los voldmenes de

reactivos para las reacciones de PCR se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Secuencias de iniciadores utilizados en las reacciones de PCR para amplificacién
del gene niM.

Iniciador Secuencia 5'a 3
Primer PCR nifH3 ATR TTR TTN GCN GCR TA
nifH4 TTY TAY GGN AAR GGN GG
Segundo PCR nifHF TGT GAT CCT AAA GCT GA
nifAR CCT CTT TAC TAC CGT AA

En los casos en los que no se logré la amplificacién del n/fH con el protocolo descrito en
las primeras dos columnas de la tabla 2, se opté por adicionar al PCR, de manera independiente,
DMSO (dimetil-sulféxido), que se ha reportado tiene el efecto de mejorar la apertura de las hebras
de ADN, y BSA (albimina bovina sérica), cuya funcién principal es proporcionar un sustrato fisico

sobre el cual se realice la reaccién de PCR. Estos protocolos se describen en la tabla 2.
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Para todas las reacciones de PCR se utilizé6 un termociclador (M) Research) programado

con un solo ciclo inicial de 2 min a 94°, 30 ciclos de 1 min a 95°, 30 ciclos de 1 min a 55°, 30

ciclos de 1 min a 72° y un ciclo final de 30 min a 72°, para posteriormente mantener a 4° C.

Tabla 2. Protocolo para la realizacién de reacciones de PCR con y sin aditivos

Reactivo Primer Segundo Primer Segundo Primer ciclo con Segundo
(volumen en ciclo sin ciclo sin ciclo con ciclo con BSA ciclo con
microlitros) aditivos aditivos DMSO DMSO BSA
Agua 34.5 34.5 30.86 33.5 30.86 33.5
Buffer 5 5 5 5 5 5
Cimg 8 8 8 8 8 8
dNTP 1 1 1 1 1 1
Primer n/H3 2 — 2 2 -
Primer nifHg 2 — 2 2 -
Primer n/fHR ~ —— 2 — 2 — 2
Primer niHF~ — 2 2 2
dDNTP 1 1 1 1 1 1
Taq 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
ADN 1 — T T
Productode —-- 1 -— 1 -— 1
PCR de

primer ciclo

DMso = — — 2.64 -— 2.64 -—
BSA — — 2.64 — 2.64
Volumen 53.75 53.75 53.75 53.75 53.75 53.75
total por

reaccion
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RESULTADOS
Se logré amplificar y secuenciar el nifH sélo en Microbacterium sp. (cepa Zapt 11). En
Rhizobium (cepa Zapt1) se observaron bandas miltiples entre los 350 y 500 pb, lo que sugiere

que el gene es multicopia y diverso, lo cual no permitié la secuenciacién de las bandas (Figura 1).

niflL Cepa tipo nifH  Cepa tipo nifH nifH
“ Rhizobium sp. R. Ieg;m!npsarum R. etli CFN 42 Microbactgrium sp.
yD-VICIgE Zapotitlan

Zapotitlan YF39-CFN.

S— ; —— —

P

Figura 1. Bandas de la secuencia parcial del gene n/fH de Rhizobium sp.'y Microbacterium sp.

comparadas con las bandas obtenidas de dos cepas tipo.

En Microbacterium se obtuvo una banda de 245 pares de bases entre los 300 y 400 pb
(Figura 1). Esta secuencia parcial fue depositada en el GenBank con el nimero de acceso
DQ164419. La maxima identidad (similitud) de esta secuencia fue de 89%, la cual se obtuvo con 6
secuencias de n/fH provenientes de ambientes acuaticos, 4 de las cuales pertenecen a bacterias
no cultivables de sedimentos de la zona de raices de Spartina patens (graml'nea de estuarios)
(Genbank: EF208158, EF208157, EF208160, EF208151); una secuencia a una cepa bacteriana no
cultivable del Mar Mediterrdneo (EF568533) y la dltima a otra cepa bacterians no cultivable de la
Bahia Guanabara en Brasil (EF468437) (Figura 2).

El GenBank mostré 32 secuencias parciales del n/fH con 80% o mas de similitud (Figura 2)
con la fracciéon de nifH de Microbacterium, 29 de las cuales corresponde a bacterias no
cultivables, 2 al género Bacillus y 1 a Sulfurospirillum. E|l 94% de estas secuencias provienen de
microorganismos asociados a ambientes acuaticos, principalmente estuarinos y marinos. El 6%
restante son dos secuencias parciales obtenidas de Bacillus arseniciselenatis 'y B.

alkalidiazotrophicus, que son bacterias alcaléfilas, tolerantes a bajas concentraciones de sal,
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aisladas de suelos sédicos de Mongolia. Estas dos secuencias tienen 80% de similitud con n/H de

Microbacterium.

Clostidium acetobubdicum ATCC 524, complete enome
2 Baillus arseniciselenatis strain E1H nifragenase iron protein (nitH) gene, parial cds
1 Bacilluz alkalidizzotrophicus sain 1S rifrogenase ivan prafein (rifH) qenie, pattial cds
@ Marine protecbacterium’ Sippewissett 24 nitrogenase reductase (nitH) gene, partial cds
Unculured microorganism clone 2520_c4_spe dinitrogenase reductase (nifH) 9ene, partial cds
Unculfured bacterium MRAG0S dinifrogenase reductoss (nifH) aene, partial oo
Uncultured bacterium clone Oilip- 10213 NifH .
?‘ UncuHured mickoorganism clone 20125405 dinitrogenase raductass .
T uUncultured nifroger fising bact.
<@ Unculured marine micraorganism clone C11- 16 dinifregen reductese (nifH) 9ane, parfial.
Uncultured nitroger: fiing bacterium clone P20 dinifrogenase reductase (nitH) mRrA, parfisl cds
Unculfured nitroger: fiking bacterium clone H20 dinifrogenase reduc tose (nifH) mRna, parial ods
4 Unculfured nifrogen- firing bacterium clong HOMA- & BAND 104 dinifrogenase reductase initH) gen.
Unculfured nitroger: fiving bacterium clone PRMA-eBANDS dinifrogenase reductase (nitH) mRMA,..
Uncultured nifragers fiing bacterium clane PRRA-eEANDEA dinifrogenase reductase (nitH) mRN...
Unculfured nitroger: fiting bacterium clone PE dinitrogenase reductase (nifH) mAma, partial cds
Uncuured nitrogere fiking bacterium clone HORA- & BANDT dinitrogenase reductase (nifH) gene, parfial oo
Uncultured nitragers fiing bacterium clane POMWA- e EAMD4E dinifrogenase reductase (nifH) gene, parfial .
Unculured bacterium clone 70 57h_& nitrogenase (nifH) aene, partial cds
@ Uncultured mickoorganism clone HO_DkaA_ES dinifragenase reductase (nitH) gene, parial cds
9 Uncultured mickoorganism clone HO 1_DMa_ES dinifrogenase reductase (nifH) gene, partial cds
2 Unculfured micraorganism clone HI5_ RMA_A10 dinifrogenase reductase (nifH) gene, partial cds
@ Uncultured nifragers fiing bacterium chane H34 dinifragenase reductese (nitH) mRMA, partisl ods
: Uncultured nitroger- fiting bactetium clone POMA- ¢ BAMD2 B dinifrogenase reductase (nifH) gene, parfisl cds
b % Uncultured nitrogen fixing bactedum clone POME-eBaMO2A dinifrogenass reductase (nitH) gene, partial cds
Unculfured nitroger: fiting bacterium clone POM A& e BAMDS dinifragenase reductese (nitH) gene, partial cds
Uncultured nitragers fiking bacterium clane HOMA- e EAMDA O dinitragenase red.
¥ ' -2 Uncultured nifrogers fising bactetium clane HOMA-e BAMDEA dinitrogenase £,
a T Uncultured nitragers fiting bacterium clone HOMA- e EAMDE dinitrogenase e,
3 Unculfured nitroger: fiking bacterium clone HOME e BAMDE dinifrogenase .
Uncultured nitragers fiting bacterium clane PRAWA- e EAMDEE dinifrogenase .
sulfurospitillum multivarans dinifogenase (nifH) gens, parfial cds
! I Unculfured bacterium clone inGog dinitrogenase reductase like (nifH) gene, partial 5.
- Uncultured Sulfuraspitillum sp. clone inHO4 dinitrogenzse reduc
Uncultured nitroger- fiking b,

@

? @ microbacterium sp. Zaptt 1 MifH (nitH) gene, parfial cds 4
@ iicrobacterium sp. Zapt 1 MifH (nitH) gene, partial cds

Figura 2. Posicién de la secuencia parcial de n/fH de Microbacterium sp (Zapt 11; ZDQ164419) con
respecto las depositadas en el GenBank. El cédigo entre paréntesis sefala el porcentaje se

similitud y el ambiente de procedencia de las secuencias.

Debido a los resultados negativos en la amplificacién del gene n//H para la mayoria de las
cepas, se optd por utilizar compuestos que incrementaran la eficiencia de la reaccién de PCR, el
DMSO y el BSA. Sin embargo, ni aiin con la adicién de estos compuestos se logré la amplificacion

del gene n/fH de todas las cepas de Streptomyces, Sphingomonasy Gordonia.

DISCUSION

La actinobacteria Microbacterium pertenece a la Familia Microbacteriaceae, y al

suborden Microccinea. Las especies de este género son de amplia distribucién y se han aislado de
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ambientes muy diversos, como el aire (Zlamala et al. 2002), superficie de hojas (Behrendt et al.
2001; Rivas et al. 2004), suelo (Wen-jun et al. 2005), agua (Matsuyama et al. 1999), aceite
(Pattanapipitpaisal et al. 2001), productos lacteos (Brennan et al. 2001) animales (Orozco-Medina
et al. 2002), y petréleo (Schippers et al. 2005) por lo cual no es extrafio que se encuentre en el
suelo de la zona semidrida de Zapotitldn; aunque no se habia reportado su presencia en este tipo
de ecosistemas.

El estudio de las actinobacterias en el ciclo del nitrégeno se ha centrado en el género
Frankia y en otras especies filamentosas no-simbiéticas aisladas de nédulos de Casuarina
equisetifolia (Valdés et al. 2005).

La capacidad para reducir acetileno de la cepa de Microbacterium (cepa Zapt 11)
inoculada en el suelo de Zapotitlan se describié anteriormente (capitulo 111, Figura 1). Esto, junto
con la presencia de una secuencia parcial de 245 pares de bases que coincide con el gene n/fH,
sugieren la participacion activa de esta bacteria en la fijacion de nitrégeno en vida libre. En las
zonas secas, los pulsos de agua producen continuos ciclos de secado y humedecimiento del suelo
que controlan indirectamente la tasa de recambio de N y C (Austin et al. 2004), por ello la lisis de
las bacterias diazétrofas por efecto de la entrada repentina de agua, libera compuestos
nitrogenados provenientes de la propia fijaciéon, que quedan potencialmente disponibles para
otros microorganismos y para la vegetacion. Al incrementarse el nivel de humedad en el suelo,
suben también las poblaciones de protozoarios y neméatodos, que son los principales depredadores
de bacterias y de otros microorganismos en el suelo por lo que su consumo y posterior excrecién
promueve la transferencia de nitrégeno entre la biomasa microbiana y las plantas (Bonkowski,
2003),

El andlisis en el GenBak ubicé a la secuencia de Microbacterium en un grupo de
secuencias de bacterias no cultivables. En el subgrupo del n/fH de Microbacterium se encuentra
secuencias con las cuales comparte 86 a 89% de similitud y que provienen de ambientes marinos.
Esto podria explicarse, al menos parcialmente, por el menor nimero de secuencias de suelo que se
encuentran en este banco de datos. En una revisidn realizada en abril de 2004, en el GenBank
estaban depositadas 1113 secuencias del n/fH de ambientes acudticos y 475 de ambientes
terrestres, muchas de las cuales pertenecen a las o, B, y y-Proteobacterias; y muy pocas a
organismos anaerobios del suelo (Izquierdo y Niisslein, 2006).

En el caso de Rhizobium se observaron varias bandas de n/fH lo que sugiere que este gene

es multicopia y diverso. En el capitulo IlI (figura 1) se describié la actividad reductora de

79



acetileno de RAizobium inoculado en suelo de Zapotitldn por que la presencia de estas bandas y la
actividad reductora de acetileno, indican que la bacteria también podria ser fijadora de nitrégeno
en simbiosis con las leguminosas de la zona.

El hecho de que en la mayoria de las bacterias no se haya podido amplificar y secuenciar
el gene nifH es contrastante con los resultados obtenidos con la reduccién de acetileno, en la cual
la mayoria de las bacterias mostré actividad de la enzima nitrogenasa (capl'tulo ). Esto puede
estar relacionado con la propia dificultad para extraer el ADN y que quizd no haya sido de la
calidad suficiente para amplificar el n/fH, a la inespecificidad de los iniciadores o a que alguna
sustancia inhibid la reaccién de PCR.

El anélisis de las poblaciones bacterianas diazétrofas basadas en cultivo puede tener
interpretaciones erréneas debido a que la mayoria son no cultivables, y con excepcién de los
heterocistos de las cianobacterias (Postgate, 1998), es imposible identificar morfoldgicamente a
las especies fijadoras de nitrégeno. Por ello, el uso de marcadores moleculares como el n/fH,
proporciona evidencias de la fijacién biolégica de nitrégeno (Izquierdo y Niisslein, 2006).

Es importante sefalar que no todas las bacterias que tienen genes n/f se expresan en el
ambiente y de manera simultanea. Se desconocen muchos de los factores que regulan la expresién
de estos genes. Las interacciones entre los microorganismos, el aporte de fotosintetatos de los
autotréfos a las bacterias heterétrofas, los factores fisicoquimicos del suelo y ambientales y los
ritmos biolégicos endégenos podrian estar involucrados (Zehr et al. 2003). Para las baterias de
Zapotitlan con secuencias de n/H, es necesario determinar cuales son los factores que podrian
estar influyendo en su expresion, teniendo en cuenta que se ha sugerido que existe limitacién por
Ny C fuera del 4rea de influencia de una leguminosa (Prosopis laevigata) y por P, dentro del désel
de ésta especie (Perroni-Ventura, et al. 2006); ademds de la limitacién por agua, que es
caracteristica de las zonas éridas en general.

La informacién obtenida con las herramientas moleculares (amplificacién de 16S DNA y
gene nifH), y por cultivos es importante para conocer la diversidad de los fijadores de nitrégeno
de vida libre en los suelos de Zapotilan, siendo éste el primer paso para entender las diferentes
vias a través de las cuales entra el nitrégeno a este ecosistemas. En este sentido, las
actinobacterias de vida libre, como Microbacterium, podrian ser mucho mas importantes en el
mantenimiento del ciclo del nitrégeno de las zonas 4ridas que lo que anteriormente se habia

descrito.
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DISCUSION GENERAL

El tema central de este trabajo fueron las bacterias fijadoras de N de vida libre en las
terrazas aluviales del valle semidrido de Zapotitlan Salinas. Debido a que no se contaba con
ningln antecedente directo sobre su existencia y menos ain sobre sus caracteristicas, se
plantearon una serie de preguntas y objetivos bésicos cuya respuesta permitiria un primer
acercamiento al ciclo del N en este ecosistema.

Con base en los resultados obtenidos es posible sefialar que en el suelo de las terrazas
aluviales del valle de Zapotitlan Salinas existe un grupo funcional de bacterias fijadoras de N de
vida libre, que se encuentra ampliamente distribuido en el suelo, alin en las zonas libres de
vegetacion. Esto se detecté en primera instancia por la ARA en el suelo fresco, misma que fue
corroborada en inoculacion directa en suelo estéril. Estas bacterias son heterétrofas, cultivables y
con capacidad para crecer en medio de cultivo libre de nitrégeno reducido.

No se registraron cambios en el grupo de especies bacterianas cultivables que pudieran
asociarse al estado actual de degradacién y conservacién de las terrazas, ni al microambiente de
suelo; pero si en su nimero. Es decir, las especies cultivables que conforman al grupo de fijadores
de nitrégeno son las mismas en la terraza degradada y conservada, y en la zona de raices de A.
laevigata, P. hollinausy suelo libre de vegetacién, pero estos ambientes difieren en el niimero de
bacterias que sustentan. Este aspecto podria marcar una diferencia en la tasa en que se dan los
ciclos biogeoquimicos en las dos terrazas.

En la terraza conservada la distribucion de la vegetacion es continua y la hojarasca cae
hacia los espacios abiertos, por lo que las bacterias tienen mayor disponibilidad de materia
organica para su actividad heterétrofa. En la terraza degrada, la distribucién fragmentada de la
vegetacion hace que la materia orgénica se concentre alrededor de las plantas y forme las islas de
fertilidad que son aprovechadas por los microorganismos.

El grupo de fijadores de vida libre se encuentra en un ambiente edafico altamente
heterogéneo en dénde los elementos que se consideran limitantes para los ecosistemas dridos y
semiaridos (N y P) se acumulan en forma de NH, y de P—HCOsdurante la temporada seca, lo que
permitié que fueran detectados en mayor medida al inicio de la temporada de lluvias. Estos
mismos nutrimentos tienden a acumularse en la zona de raices de las plantas, particularmente de
P. laevigata, que es el microambiente en el que se registré el mayor niimero de bacterias.

Este grupo de bacterias también se relaciona de diferente manera con la materia organica

y con la humedad del suelo. Se encuentran en mayor nimero cuando sube la disponibilidad de
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agua y la concentracién de materia organica. Su niimero varia dependiendo de la especie vegetal
mas cercana y disminuye cuando el suelo no esta en contacto directo con las plantas.

En las terrazas aluviales de Zapotitldn, este grupo funcional esta conformado por
Alphaproteobacterias y Actinobacterias filamentosas y no filamentosas. La mayor cantidad de las
Alphaproteobaterias contabilizadas en suelo fresco corresponde al género Rhizobium, lo que
sugiere que la fijacién por via simbidtica con leguminosas podria ser efectiva. Todas las
Actinobacterias filamentosas identificadas pertenecen al género Streptomyces, y las que no fue
posible identificar muestran caracteristicas similares a éste.

En condiciones experimentales, cada una de las cepas mostré diferente rango de
tolerancia a los cambios experimentales en el ambiente edéfico, y en algunas sus poblaciones
disminuyeron y no expresaran ARA.

Hasta ahora sélo ha sido posible secuenciar una fraccién del gene n/fH en una sola cepa
(Microbacterium Zaptii), pero no se descarta que en el resto de las bacterias también se
presente, debido a que mostraron ARA en al menos un microambiente cuando fueron crecidas de
manera experimental en el suelo estéril.

Los métodos empleados para la extracciéon de ADN no funcionaron en muchas de las
bacterias aisladas y en las que se pudo obtener, se presentaron otros inconvenientes
metodolégicos que impidieron la amplificacion del n/H. Se requiere de mayor trabajo molecular
con iniciadores y protocolos especificos para este tipo de bacterias cuyos resultados permitan
corroborar o en su caso descartar, que estas bacterias realmente son fijadoras de N.

Existen diferentes técnicas de estudio de las comunidades microbianas del suelo y cada
una de ellas aporta diferente tipo de informaciéon. También cada una de ellas tiene sus propias
limitaciones. Entre las principales se encuentran las técnicas de cultivo, moleculares y
bioquimicas. En este trabajo se opté por tomar algin elemento de cada una de ellas.

Con las técnicas de cultivo se registraron las caracteristicas morfoldgicas del grupo de
fijadores de vida libre, heterétrofas. Pero la conformacién de este grupo se restringié a las que
tenian la capacidad para crecer en el medio de cultivo utilizado. Por ello, si en el suelo la zona
hubiese fijadoras de vida libre no cultivables, quedaron fuera del alcance de este trabajo.

Con las técnicas moleculares se extrajo el ADN, y se amplificé y secuencié el 16S DNA de
algunas cepas. Esto permitié su identificacion hasta el nivel de género. Sin embargo, el

desconocimiento de los requerimientos metodoldgicos para este grupo particular de bacterias; por
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ejemplo, la falta de protocolos e iniciadores especificos para la extraccién, impidieron la
identificacion de todas las cepas y la amplificacion del gene n/ifH.

Finalmente, de las técnicas que consideran algin aspecto de la bioquimica microbiana, se
tomo el registro de la actividad de la enzima nitrogenasa a través de la reduccién de acetileno. A
pesar de que es una técnica ampliamente utilizada para registrar la fijacion de nitrégeno, no
existe un protocolo Unico de aplicacién que permita hacer directamente comparables los
resultados obtenidos.

Teniendo presente las limitaciones de las técnicas utilizadas, los resultados de esta
investigacion son los primeros datos basicos relacionados directamente con los microorganismos

fijadores de N de este ecosistema semidrido mexicano.

CONCLUSION

En las terrazas de Zapotitlan Salinas, el nimero de bacterias fijadoras de nitrégeno de
vida libre esta relacionado con las condiciones de conservacién y degradacién de cada sitio, con la
temporalidad y con las especies vegetales mas cercanas. Debido a que estas bacterias tienen
diferente rango de tolerancia a los cambios ambientales, los eventos naturales o las actividades
humanas que conducen finalmente a la degradacién del suelo (y que tienen consecuencias atin
cuando han dejado de actuar), pueden eliminar o disminuir los procesos que son regulados por
ellas cuando se sobrepasa el limite de resilencia del propio ecosistema. De esta manera, las
afectaciones a su nimero y actividad forman parte de las consecuencias de la degradacién, y al
mismo tiempo contribuyen a su retroalimentacion porque no pueden realizar su actividad fijadora

por las limitaciones nutrimentales originadas por la ausencia de la vegetacién.

PERSPECTIVAS

Este trabajo se puede considerar como una linea base a partir de la cual se generan
nuevas preguntas sobre la participacién las fijadoras de nitrégeno de vida libre en la economia
nutrimental de este ecosistema. Desde esta perspectiva, es importante entonces determinar cual
es la diversidad de fijadores de vida libre no cultivables, cual es la diversidad de genes n/fH, cual
es la aportacion cuantitativa de la fijacion por costras microbiéticas, por simbiosis, y por fijacién
en vida libre, cuales son los factores fisicoquimicos y biolégicos que regulan que la fijacién de
nitrégeno, y cual es la tasa de pérdida via extraccién de biomasa (vegetal o animal), lixiviacién o

denitrificacién, en que condiciones esta tasa es superior o inferior a la tasa de entrada via
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fijacion. Esto permitiria determinar de manera cuantitativa la limitacién de nitrégeno en esta
zona arida.

De esta manera, quedan expuestas las caracteristicas basicas de la fijacién por vida libre
en Zapotitldn, para que puedan ser utilizadas, ampliadas y/o en su caso, ratificadas y rectificadas
por investigaciones posteriores que tengan como ejes principales la dindmica microbiana y
nutrimental de las terrazas aluviales de Zapotitldn Salinas y su relacién con la degradacién del

suelo.
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