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Resumen

La demanda global de alimentos ha provocado un incremento en la transformacion
de ecosistemas aridos a sistemas de produccion agricola, lo cual ha generado diversos
problemas ambientales. En el valle de Cuatro Ciénegas, Coahuila (VCC), el cultivo de alfalfa
amenaza la sostenibilidad de los humedales y tiene un fuerte impacto en el suelo y la
vegetacion. Este trabajo analizd el efecto del cambio de uso de suelo provocado por el
cultivo de alfalfa, en la dindmica de C, N, P y la composicién de la comunidad bacteriana
del suelo en el VCC. De esta manera, se trabajo con un gradiente de manejo conformado
por tres sitios: un pastizal haléfilo considerado como el sitio conservado, una parcela
agricola cultivada con alfalfa y con inundacién de agua rodada y una parcela en estado de
abandono por un periodo de 30 anos. En estos tres sitios se analizaron las formas
dinamicas de C, N y P (nutrientes disueltos, disponibles y contenidos en la biomasa
microbiana), se cuantifico la actividad de la fosfomonoesterasa, la cual cataliza la hidrdlisis
de ésteres de fosfato, y se determind la composicion de la comunidad bacteriana
mediante librerias de clonas del gen que codifica para la subunidad 16s del ARN
ribosomal. Los resultados muestran que el suelo de la parcela agricola tiene mayor
disponibilidad de agua y carbono organico disuelto (COD), condiciones que favorecen los
procesos de mineralizacion mediados por la actividad de los microorganismos
heterdtrofos. Por otra parte, los sitios sin manejo agricola actual, estdn limitados por agua
y COD. En la parcela abandonada, estas condiciones promueven el proceso de
nitrificacion, el cual esta mediado por los microorganismos autétrofos; mientras que en el
sitio conservado, se favorece la inmovilizacion de N en la biomasa microbiana.
Adicionalmente, se identificaron cambios en composicién taxondmica de la comunidad
bacteriana del suelo a lo largo del gradiente. La composicion microbiana fue similar en el
sitio abandonado y conservado, mientras que el sitio agricola fue diferente. Nuestros
resultados sugieren que el cultivo de alfalfa induce cambios drésticos en la dindmica de

nutrientes y en la composicion microbiana del suelo. Sin embargo, con el abandono de la



actividad agricola, algunas propiedades del suelo tienden lentamente a recuperar su

estado natural.

Abstract

The global food demand has caused an increase of land-use change of dryland
ecosystems into agricultural production systems, which has resulted in several
environmental issues. In the Cuatro Cienegas valley (CCV), alfalfa production by flooding
the fields (“agua rodada”) threatens the wetlands’ sustainability and also has a strong
impact on soil and vegetation. In order to analyze the effect of such agricultural land-use
change on soil nutrients dynamics (C, N and P) and soil bacterial community composition,
we examined an agricultural gradient within the CCV. The gradient was comprised by
three contrasting sites in relation to management but with the same soil type: native
desert grassland, a plot with actual alfalfa growth and a former agricultural field
abandoned for over 30 years. For each site, we analyzed C, N and P dynamic fractions
(dissolved, available and microbial biomass), phosphomonoesterase activity was
guantified and bacterial composition was obtained by using 16S rRNA clone libraries. The
results showed that the agricultural site presented greater availability of water and
dissolved organic carbon (DON), these conditions promoted the mineralization processes
mediated by the activity of heterotrophic microorganisms. As expected, the sites without
current management and flooding were limited by water and DON. At the abandoned
site, these conditions promoted the nitrification process, which is mediated by
autotrophic microorganisms; meanwhile, the microbial N immobilization process was
favored in the native grassland. Additionally, differences in bacterial taxonomical
composition were observed among soils. The sites without current management exhibited

similar composition, while the agricultural site was different. Our results suggest that the



land-use change of native grassland into agricultural land induces drastic shifts in the soil
nutrient dynamics as well as in the bacterial community. However, with the suspension of
agricultural practices, some of the soil characteristics analyzed tends to slowly recover its

natural state.



Introduccion

En la actualidad, la poblacion mundial se estima en 7 mil millones de habitantes y
aproximadamente el 12% de la superficie terrestre es utilizada como campos de
produccion agricola (FAO, 2013). Sin embargo, las tendencias demograficas indican que la
poblacién humana alcanzara los 9 mil millones de personas para el aflo 2050 (FAO, 2013),
por lo que se espera un incremento en la demanda tanto de alimentos como de materias
primas. Por esta razén, es probable que la extensién de las dareas destinadas a la

agricultura aumente con la finalidad de satisfacer las necesidades de la poblacién.

La produccién agricola por medio de prdacticas convencionales requiere de grandes
entradas de energia y materia (combustibles, agua, plaguicidas, fertilizantes), para
alcanzar el maximo rendimiento (Rey-Benayas y Bullock, 2012). Si bien, la intensificacidon y
expansioén agricola han aumentado considerablemente el suministro de alimentos a escala
global, también han provocado diversos impactos en los ecosistemas (Rey-Benayas y
Bullock, 2012). Entre estos impactos se encuentran: el cambio en la dindmica de los ciclos
biogeoquimicos, la fragmentacion de los habitats, la contaminacion de mantos acuiferos,

procesos de eutroficacion, deforestacion y la degradacion de los suelos.

Especificamente en el suelo, las practicas agricolas pueden generar procesos de
degradacion, tales como, erosidon, compactacion, salinizacion, disminucién de materia
organica (MO) y diversidad biolégica (van Bruggen y Semenov, 2000). Todos estos
impactos generan una disminucion de la calidad del suelo (Islam y Weil, 2000) y en
consecuencia, la degradacion de las tierras. A nivel mundial, se ha estimado que el drea de
las tierras degradadas por las actividades agricolas es de 12 400 000km? (Rey-Benayas et
al., 2007), y que constituyen entre el 10% y 20% de las zonas aridas del planeta (Lepers et

al., 2005; Reynolds et al., 2007).

La desertificacion se ha definido como el proceso de degradaciéon de las tierras en

zonas aridas, semidridas y subhumedas, la cual se genera como resultado de varios



factores, entre los que se incluyen las variaciones climaticas y las actividades humanas
(UNCCD, 1994). La degradacion del suelo se ha atribuido tipicamente a la pérdida de
recursos (nutrientes, agua y microorganismos) que resulta en la reduccién de la cobertura
vegetal. Sin embargo, se han identificado tres procesos principales responsables de la
desertificaciéon: el primero se refiere a la pérdida de nutrientes a causa de la erosién
hidrica o edlica, el segundo proceso es la acumulacién de sales que impiden el crecimiento
vegetal, y el Ultimo estd asociado a la disminuciéon del contenido de agua como
consecuencia de la compactacién, la pérdida de la capacidad de retencién de agua vy la
disminucién de la permeabilidad (D’Odorico et al., 2013). En las zonas agricolas, la
degradacion del suelo provoca una disminucion en la productividad de los cultivos, razén

gue conduce al abandono de las tierras.

De toda la gama de ecosistemas del planeta, los desiertos y semidesiertos,
caracterizados por presentar baja disponibilidad de agua, son los biomas con la mayor
extension, ya que cubren mas de un tercio de la superficie terrestre (Laity, 2008). En
México, las zonas desérticas ocupan el 50% del territorio (Schmidt, 1989) y se ubican
principalmente en los desiertos Chihuahuense y Sonorense, asi como en la region
semiarida del complejo del valle de Tehuacan-Cuicatlan, ubicado entre los estados de
Puebla y Oaxaca (Hernandez, 2006). En estos ecosistemas se desarrolla una gran
diversidad de especies de plantas y animales (Rzedowski, 1983). Desafortunadamente, la
mayor parte de los suelos de estas zonas tienen algun nivel de degradacién asociado a las

practicas agricolas (Semarnat, 2009).

El valle de Cuatro Ciénegas esta ubicado dentro del desierto Chihuahuense y es un
ecosistema Unico en términos bioldgicos, hidroldgicos y geoldgicos (Pisanty et al., 2013).
Este lugar presenta altos niveles de diversidad y endemismos de especies bioldgicas, por
lo que en 1994 fue declarado Area de Proteccién de Flora y Fauna por la Comisidn
Nacional de Areas Protegidas (CONANP). A pesar de esto, la conservacidn de este sitio se
encuentra en peligro debido a las amenazas relacionadas con la explotacién no
sustentable del agua, las especies invasoras, el aumento del turismo y el crecimiento

poblacional.



El desarrollo de la actividad agricola y particularmente el caso del cultivo de alfalfa,
el cual requiere grandes volimenes de agua, han sido sefialados como las causas
principales del deterioro del ecosistema dentro del valle (Souza et al., 2006). Esto se debe
a que tanto la sobre explotacién de los recursos hidricos destinados al riego agricola,
como la perforacién no regulada de pozos, han provocado una disminucién considerable
de los niveles del agua subterranea y superficial (Pisanty et al., 2013). Adicionalmente, se
determind que durante el periodo 2003-2007 la agricultura fue la actividad que generé un
mayor impacto en la vegetacidon del valle (CONANP, 2007). De esta manera, se han
evaluado los efectos negativos del manejo agricola en los cuerpos de agua y la vegetacién
del valle. Sin embargo, aln son pocos los trabajos que abordan los efectos en las

propiedades del suelo (Martinez-Piedragil, 2013).

Relacidn planta-suelo-microorganismos en los ciclos biogeoquimicos

La biosfera estd compuesta en un 95% por seis elementos fundamentales, carbono
(C), hidrogeno (H), oxigeno (0), nitrégeno (N), fosforo (P) y azufre (S), que son los
constituyentes mayoritarios de los tejidos vivos (Schlesinger, 2000). Sin embargo, estos
elementos basicos se encuentran en diferentes formas quimicas, desde compuestos que
pueden ser utilizados directamente en el metabolismo de todos los organismos, hasta
compuestos no accesibles para la vida. Los ciclos biogeoquimicos integran el movimiento y
la transformacion de estos elementos por medio de actividades quimicas y bioquimicas

entre la atmdsfera, hidrésfera y litdsfera (Atlas y Bartha, 1998).

En el suelo se llevan a cabo muchos de los procesos que determinan la
disponibilidad de nutrientes, asimismo es la matriz que sostiene la vegetacién; por lo que
tiene un rol fundamental en el funcionamiento de los ecosistemas. Ademas, se ha
sefialado que las interacciones entre los componentes que se encuentran sobre y debajo
del suelo influencian los procesos de la dindmica de nutrientes en los ecosistemas

terrestres (Wardle et al., 2004). Por ejemplo, las plantas, a través de la fotosintesis,



suministran el C organico que es utilizado por los descomponedores (entre los que
sobresalen los hongos, las bacterias y los insectos) y también por medio de la
rizodeposicién de compuestos ldbiles para los organismos de la rizésfera. Asimismo, la
biota del suelo regula la disponibilidad de nutrientes que pueden ser utilizados por las

plantas a través de la descomposicién (Wardle et al., 2004).

De esta manera, la estructura de la vegetacién afecta directamente la dindmica de
nutrientes debido a que la cantidad, composicidén y propiedades de la materia vegetal son
factores que controlan formacion de la materia organica (MO) del suelo (Kégel-Knabner,
2002). La MO es un componente clave del suelo, ya que promueve la estabilidad
estructural del mismo, lo cual previene procesos de erosidon y mejora la capacidad de
retencién de agua (Bardgett, 2005; X. Li et al., 2009; Masciandaro y Ceccanti, 1999).
Ademas es la fuente principal de los nutrientes esenciales para el crecimiento de plantasy

microorganismos (Eldor, 2007; McLauchlan, 2006).

La actividad de los microorganismos también es fundamental para el desarrollo de
los ciclos biogeoquimicos, a tal grado que se ha sefalado que este grupo de organismos
regula aproximadamente del 80% al 90% de los procesos realizados en el suelo (Nannipieri
et al., 2003), lo que es posible debido a la gran diversidad de estrategias metabdlicas que
presentan. Muchos procesos de transformacion, pérdida y suministro de nutrientes en el
suelo son catalizados por enzimas producidas principalmente por los microorganismos
(Aon et al., 2001; Murphy et al., 2007). La mayoria de las enzimas del suelo pertenecen al
grupo de las hidrolasas, aunque también se pueden encontrar oxidorreductasas,
transferasas y liasas (Dick y Tabatabai, 1992). Los microorganismos pueden producir
enzimas de manera rutinaria o inducida por la presencia del sustrato especifico o en la
ausencia de un inhibidor (Eldor, 2007). Diversos factores pueden afectar a los
microorganismos del suelo y en consecuencia su actividad, entre los que sobresalen: las
fuentes de Cy energia, los nutrientes, la disponibilidad de agua, la temperatura, el pH, la

presion, la radiacién y el potencial redox (Nannipieri et al., 2003).



Las plantas tienen la capacidad de fijar el CO, atmosférico por medio del proceso
de fotosintesis, pero la asimilacién de N y P se realiza de manera diferente. Para el caso
del N, la principal fuente de este elemento se encuentra en la atmdsfera formando un
compuesto muy estable (N,). Unicamente algunos procariontes tienen la capacidad de
sintetizar la nitrogenasa que cataliza la conversion de N, atmosférico a amoniaco (NHs), el
cual puede ser asimilado por las plantas. Las bacterias que realizan este proceso pueden
ser de vida libre como las cianobacterias y representantes de los géneros Bacillus,
Klebsiella, Azotobacter y Clostridium; bacterias simbiontes de leguminosas como
Rhizobium; y fijadoras de vida libre asociadas a la rizésfera de pastos de la familia
Poaceae, entre las que se encuentran algunas especies de Azospirillum (Hopkins y

Dungait, 2010; Madsen, 2011).

A diferencia del N, el P carece de fase gaseosa estable y la fuente principal de este
elemento deriva de la meteorizacion de minerales como la apatita (Smil, 2000). La
actividad bacteriana también puede promover la disponibilidad de P, ya que algunos
géneros tienen la capacidad de solubilizar fosfatos minerales, mediante la liberacion de
acidos. Entre los géneros que pueden realizar este proceso se encuentran: Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus,
Aereobacter, Flavobacterium y Erwinia (Rodriguez y Fraga, 1999). Debido a que la cantidad
de P inorgdnico disponible es reducida, los organismos persisten gracias a un reciclado

eficiente del P organico (Schlesinger, 2000).

Ademads de los mecanismos previamente descritos, la descomposicion de la MO del
suelo también controla la disponibilidad de nutrientes. Este proceso se lleva a cabo a
través de dos fases: la despolimerizacidon que se refiere a la fragmentacién de compuestos
organicos complejos a moléculas estructuralmente mas sencillas, y la mineralizacién que
es la transformacién de un compuesto organico a su forma inorganica (Chesworth, 2008;
Fenchel et al., 2012). Los factores principales que controlan la descomposicidon son: la

calidad del sustrato, los microorganismos y las condiciones ambientales.
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La despolimerizacién esta mediada por enzimas que catalizan la fragmentacién de
la MO formando compuestos orgdanicos solubles de C, N y P (COD, NOD, POD). Entre las
enzimas importantes en la dindmica de C se encuentran la galactosidasa, lacasa, celulasa,
y glucosidasa entre otras; mientras que las ureasas y proteasas participan en el ciclo del N;
y las fosfatasas en el ciclo del P (Karaca et al., 2011). El COD y NOD pueden ser
directamente inmovilizados o utilizados como fuente energia por los microorganismos;

por otra lado, las plantas solamente pueden utilizar compuestos en formas inorgdnicas.

La amonificacidn es el proceso de mineralizacion del NOD, el cual esta mediado por
la actividad de los microorganismos heterdtrofos y se realiza de manera intracelular; a
través de este proceso se libera amonio (NH4") al suelo. Sin embargo, el NH4" en el suelo
puede ser transformado por medio de la nitrificacidon, la cual se lleva a cabo en dos fases,
cada una es realizada por un grupo especifico de bacterias autétrofas. La primera fase,
gue esta mediada por bacterias del género Nitrosomonas, consiste en la oxidacion del
NH," a nitrito (NO,), mientras que en la segunda fase se oxida el NO, a nitrato (NO3) y
este proceso estd regulado un grupo de Proteobacterias, entre las que sobresale
Nitrobacter, y por bacterias del phylum Nitrospirae (Attard et al., 2010; Madsen, 2011;
Paul, 2007). Las plantas tienen la capacidad de asimilar NH," y NO;3, sin embargo
consumen preferentemente NH,4" (Paul, 2007). La forma quimica en la que se encuentre el
N en el suelo, puede generar la pérdida o mantenimiento de este nutriente en el
ecosistema. Cuando el N se encuentra como NH,", se favorecen los mecanismos de
proteccion tales como, la inmovilizacién en la biomasa de los microorganismos y la
retencién en la superficie de intercambio catidnico de particulas del suelo. Mientras que al
encontrarse en forma de NO3, el N es mas susceptible a perderse del ecosistema por
lixiviacion o desnitrificacidon, que es el proceso de reduccién de este compuesto a formas

gaseosas de N (NO, N,O y N,) (Paul, 2007).

La mineralizacion de compuestos organicos de P se realiza por medio de la
actividad de las fosfatasas (fosfomonoesterasa, fosfodiesterasa, fosfotriesterasa entre
otras) (Nannipieri et al., 2011; Rodriguez y Fraga, 1999), las cuales catalizan la hidrdlisis de
los fosfatos organicos, liberando ortofosfato (PO,4’). Estas enzimas pueden ser producidas
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por plantas, hongos y bacterias, entre las que se encuentran: Bacillus, Serratia, Proteus,
Arthrobacter y Streptomyces (Paul, 2007). Una vez que se ha mineralizado el P organico,
el PO," puede ser asimilado por las plantas, inmovilizado por la biomasa microbiana,
adsorbido a las superficies minerales o precipitado con Ca o Al dependiendo del pH del

suelo (Blinemann y Condron, 2007; Paul, 2007).

Efecto del cambio de uso de suelo en la dinamica de nutrientesy en la
comunidad de los microorganismos del suelo

Los cambios de uso de suelo originados por las actividades agricolas, sustituyen a la
vegetacion natural de los ecosistemas y afectan a las caracteristicas del suelo (Raiesi,
2012). Se han identificado cuatro componentes del manejo agricola que tienen la
capacidad de alterar las propiedades del suelo, los cuales son: alteraciones de la biomasa
vegetal, labranza, fertilizacidn e irrigacién (McLauchlan, 2006). La agricultura modifica la
biomasa vegetal de los ecosistemas al sustituir la vegetacion nativa por los cultivos y
también con las cosechas, mientras que las practicas de labranza modifican las
propiedades fisicas del suelo, la fertilizacién incrementa el suministro de nutrientes y el

riego puede originar procesos de salinizacién y sedimentacion (McLauchlan, 2006).

En general, se ha determinado que el manejo agricola convencional produce la
pérdida de MO del suelo, que puede ir desde el 16% al 77% de MO (Knops y Tilman, 2000).
Esto se debe a dos procesos principales: la disminucion en la cantidad de biomasa vegetal
gue regresa al suelo y el aumento del proceso de descomposicién inducido por el arado y
el consecuente aumento de la aireacion (Beheshti et al., 2012; Trasar-Cepeda et al., 2008).
Los cambios en la MO del suelo pueden modificar algunas caracteristicas del suelo, tales
como: la densidad, estabilidad de los agregados, porosidad, biomasa microbiana vy
actividades enzimaticas, con lo que se altera la dindmica de los ciclos de nutrientes

(Beheshti et al., 2012; Raiesi, 2012).
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En varios ecosistemas, se ha reportado que el carbono organico total (COT)
disminuye considerablemente en los suelos cultivados en comparacion con los sitios
naturales (Garcia-Orenes et al., 2010; Lal, 2002; Liu et al., 2010; McLauchlan, 2006; Trasar-
Cepeda et al.,, 2008; Zhao et al., 2005). Por otra parte, la suspension de la actividad
agricola y el consiguiente proceso de sucesion secundaria provocan un aumento en el
contenido de COT en el suelo, debido al incremento en la cantidad de biomasa vegetal
que entra al suelo (Knops y Tilman, 2000; Lesschen et al., 2008; Wang et al., 2011; Zhao et
al., 2005).

El proceso de sucesidn secundaria posterior al abandono de las parcelas agricolas
es complejo y esta influenciado por factores bidticos y abidticos, tales como: las
condiciones ambientales, la dispersion de semillas y el estatus del banco de semillas,
presencia de especies exdticas y la historia del uso de suelo (Lesschen et al., 2008; Morris
et al., 2013). En ecosistemas dridos, la recuperacion de la vegetacion puede tomar al
menos 40 aios, por lo que se puede considerar como un proceso lento al contrastarlo con
los 8 a 15 afios que puede tardar en ecosistemas humedos, principalmente tropicales

(Lesschen et al., 2008; Wang et al., 2011).

El cambio de uso de suelo generado por la agricultura también tiene un efecto
sobre la estructura y composicion de las comunidades microbianas del suelo. Por ejemplo,
se ha reportado que la conversién de bosques tropicales a parcelas agricolas altera la
composicién de las comunidades microbianas (Bossio et al., 2005; Waldrop et al., 2000), lo
anterior también se ha observado en la transicion de matorrales desérticos a parcelas de
cultivo (Ding et al.,, 2013). El efecto del manejo agricola en la diversidad de las
comunidades microbianas aun no es claro. Algunos trabajos han identificado una
disminucién en la diversidad de las comunidades (Lupwayi et al., 1998), mientras que
otras investigaciones han reportado un incremento (Jangid et al., 2008), por lo que la

respuesta de las comunidades es depende de las condiciones del ecosistema.

Diversos trabajos han evaluado los efectos de las practicas agricolas en las

comunidades microbianas. Hartmann y Windmer (2006) encontraron que la diversidad de
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las comunidades bacterianas no se modifica en sitios con manejo contrastante
(convencional, biodindmica y orgdnico); sin embargo, identificaron cambios en la
estructura de las mismas. Adicionalmente, el tipo de fertilizacién también tiene un efecto
en la composicion de las comunidades; Chaudhry et al. (2012) analizaron las comunidades
bacterianas en sitios fertilizados quimicamente y organicamente, y encontraron una
mayor diversidad en las comunidades de los sitios con fertilizaciédn organica, asi como una
mayor abundancia de los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes y Gemmatimonadetes,
mientras que en los sitios con fertilizacion mineral las Actinobacterias y Acidobacterias

tuvieron una mayor abundancia.

Los efectos del manejo agricola en las comunidades microbianas pueden persistir
incluso anos después de la suspensién del manejo. En un estudio previo, no se
encontraron diferencias significativas entre la comunidad bacteriana de un sitio con
abandono de 9 afios y las comunidades en las parcelas agricolas en uso; mientras que la
comunidad de un sitio con un abandono mas largo (mas de 45 afos) fue similar a la del

sitio con vegetacion nativa (Buckley y Schmidt, 2001, 2003).

Resistencia y resiliencia del suelo

El suelo es un componente fundamental de los ecosistemas terrestres y es
considerado como un recurso no renovable en escalas de tiempo humanas (Lal, 1993). A
pesar de esto, este recurso se encuentra bajo diversas presiones externas, generalmente
relacionadas con la intensificacion de la produccién agricola, lo que ha ocasionado la
degradacién de los suelos. La degradacién se refiere a los procesos, principalmente
inducidos por las actividades humanas, que provocan una disminucién en la calidad del
suelo y afectan su capacidad de proveer diversos servicios ecosistémicos (Lal, 1993, 1997);
entre los que sobresalen: el ciclaje de nutrientes, la regulacidon del ciclo del agua vy la

provision de alimentos y materias primas (Millennium Ecosystem Assessment, 2006).
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Debido a la importancia de estos servicios, ha surgido el interés de analizar los procesos
gue le permiten al suelo hacer frente a la degradacién o a los disturbios

El analisis de la degradacién del suelo se puede realizar en términos de estabilidad
ecosistémica. La estabilidad de un ecosistema determina la habilidad que este tiene de
mantener el equilibro bajo condiciones cambiantes. Se ha determinado que la estabilidad
ecosistémica tiene dos componentes: la resistencia que es la cantidad de cambio
provocada por un disturbio y la resiliencia que se refiere a la velocidad en la que un
sistema regresa a su estado pre-disturbio (Pimm, 1984). La estabilidad de un ecosistema
depende de sus propiedades intrinsecas, asi como de las caracteristicas de la perturbacién
o disturbio (intensidad, duracién o tamafio).

La susceptibilidad del suelo a los procesos de degradacién estd en funcion de sus
caracteristicas inherentes y de las condiciones climaticas. Dependiendo de la
susceptibilidad que presenten los suelos pueden ser clasificados en: fragiles o estables
(Lal, 1997). La primera categoria incluye suelos que son muy sensibles a las
perturbaciones, inestables y que no pueden recuperarse a su estado inicial; por lo que
estos suelos, se degradan facilmente a estados poco favorables para el crecimiento de las
plantas. Mientras que los suelos estables tienen la capacidad de amortiguar, resistir y
recuperarse de una perturbacion, es decir son resilientes (Blanco-Canqui y Lal, 2010; Lal,
1997). La resiliencia del suelo depende de sus condiciones previas al disturbio; de esta
manera, se ha considerado que los suelos estructurados, profundos y con alto contenido
de MO presentan mayor resiliencia (Blanco-Canqui y Lal, 2010)

Para evaluar la resiliencia y resistencia del suelo, se pueden analizar los cambios
generados a partir de un disturbio en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del
mismo. Estas propiedades deben de ser monitoreadas desde el principio del disturbio
hasta la restauracién. De manera practica, se puede determinar la resistencia y resiliencia
del suelo a un disturbio, comparando su funcionamiento con el de un suelo con
vegetacion nativa (Orwin y Wardle, 2004).

Diversos parametros permiten evaluar los cambios en las propiedades del suelo.

Sin embargo, se ha sugerido que los indicadores mds adecuados son los bioquimicos y los
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bioldgicos, especialmente aquellos relacionados con la dindmica de nutrientes, tales
como: la respiracién de suelo, la biomasa microbiana, los nutrientes disponibles y la
actividad enzimatica en el suelo (Laudicina et al., 2012; Trasar-Cepeda et al., 2000).

La actividad de enzimas en el suelo, es un indicador que permite identificar
cambios en funciones claves, como es el caso de la descomposicion de MO vy la actividad
de los microorganismos (Laudicina et al., 2012). Ademas, este indicador es sensible a
diferentes practicas agricolas, clima, tipo de cultivo y propiedades edaficas. (Ros et al.,
2003). Las actividades enzimaticas se han utilizado como indicadores en trabajos sobre la
resiliencia del suelo a la adicion de compuestos organicos tdxicos y han demostrado una
rapida respuesta a la perturbacién asi como un proceso de recuperacién con el paso del
tiempo (Benitez et al., 2004).

Como ha sido mencionado, los microorganismos del suelo estan involucrados en
una gran variedad de funciones del ecosistema. De esta manera, la comunidad microbiana
del suelo influencia directamente la estabilidad y fertilidad de los ecosistemas. Ademas,
dado que las tasas de crecimiento de los microorganismos son rdpidas, se les puede
considerar como un indicador altamente sensible a las perturbaciones (Hueso et al.,
2011). Por lo tanto, se pueden utilizar como indicadores las caracteristicas de las
comunidades microbianas, como son: la biomasa, la actividad y la composicion (Laudicina
et al.,, 2012). De manera general, se reconoce que la composicién de una comunidad
microbiana es resistente, si es similar a largo de una variedad de condiciones de disturbio.
Mientras que se considera que una comunidad es resiliente, si tiene la habilidad de
recuperarse después de haber sido alterada, por medio del crecimiento o por
adaptaciones fisioldgicas o genéticas (Allison y Martiny, 2008). La “hipdtesis del
seguro”(Loreau et al., 2002), plantea que la probabilidad de encontrar especies con la
capacidad de adaptarse a condiciones cambiantes, es mayor en comunidades con mayor
diversidad. Por lo tanto, las comunidades microbianas mads diversas presentaran una

mayor resiliencia y promoveran la estabilidad ecosistémica.
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Antecedentes

En los ecosistemas aridos, la disponibilidad del agua tiene un rol central afectando
muchos de los procesos bidticos, ya que la produccién primaria neta (PPN) esta regulada
por la estacionalidad de las lluvias, la precipitacién media anual y la temperatura (Austin,
2011). Debido a la variacion en los eventos de precipitacién, se genera una dinamica de
pulsos de agua que generan ciclos de condiciones humedas y secas en el suelo, las cuales
afectan la actividad de los microorganismos y en consecuencia la dindmica de los
nutrientes (Austin et al., 2004). Ademas, los suelos de los ecosistemas aridos se han
caracterizado por presentar concentraciones bajas de P.

El valle de Cuatro Ciénegas es un lugar caracterizado por ser extremadamente
oligotréfico. Recientemente, se ha determinado que en este valle la concentraciones de P
total en el suelo se encuentran en el rango de 70-200 pg g, lo cual es considerablemente
menor que las concentraciones reportadas para otros ecosistemas desérticos que oscilan
entre los 500-1000 pg g’ (Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013). Al contrario de lo que
sucede en la mayoria de los ecosistemas desérticos, en el valle de Cuatro Ciénegas la
concentracién de P organico en el suelo es mayor que la de P inorganico (Tapia-Torres y
Garcia-Oliva, 2013). Por tanto, es posible que el almacén de P organico represente la
fuente principal de este nutriente para los microorganismos y las plantas. La
mineralizacion de los compuestos de P organico esta mediada por las fosfatasas del suelo,
tales como: fosfomonoesterasa, fosfodiesterasa, y la fosfonatasa. La fosfomonoesterasa
cataliza la hidrdlisis de los ésteres de fosfato en los nucledtidos y en los azucares fosfato
liberando asi PO," a la solucién del suelo (Nannipieri et al., 2011). Existen dos tipos de
fosfomonoesterasas en el suelo: acidas o alcalinas. Las primeras son producidas por las
plantas, mientras que los microorganismos sintetizan las alcalinas (Nannipieri et al., 2011).
De esta manera, el analisis de la actividad de la fosfomonoesterasa alcalina en el suelo del
valle de Cuatro Ciénegas, permitira evaluar una funcidn ecosistémica fundamental y la

actividad de los microorganismos.
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En el valle de Cuatro Ciénegas se ha analizado la dinamica de C, Ny P en el suelo de
sitios conservados (Montiel-Gonzalez, 2011; Tapia-Torres, 2010) y en parcelas agricolas
abandonadas (Martinez-Piedragil, 2013). Montiel-Gonzalez (2011) identificd que la
dindmica de nutrientes en el suelo de un pastizal haldfilo se caracteriza por una marcada
estacionalidad, en la cual la disponibilidad de agua genera un aumento en |la
concentracién de nutrientes disueltos, con lo que se favorece el proceso de
mineralizacién, mientras que al disminuir la disponibilidad del agua se limita la
productividad de las plantas y el ingreso de MO al suelo. Por otra parte, en el trabajo de
Martinez-Piedragil (2013) se encontré que dos parcelas con un abandono mayor a 25
afos, presentaron diferencias de cobertura vegetal, lo cual influyd en la dinamicade C, Ny
P en el suelo. De esta manera, en la parcela con mayor porcentaje de cobertura vegetal se
encontré una mayor disponibilidad de COD y agua, estas condiciones favorecen la
actividad de los microorganismos heterdtrofos. Por otra parte, la parcela con poca
cobertura vegetal estd limitada por COD y agua, por lo que predomina la actividad de los

microorganismos autodtrofos y el proceso de nitrificacion.

En las ultimas décadas, el estudio de las comunidades de microorganismos se ha
desarrollado con base en técnicas moleculares, las cuales tienen el potencial de identificar
organismos que no son cultivables (Hill et al., 2000). Principalmente, se ha utilizado como
marcador molecular el gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal, esto se
debe a que es un gen presente en todos los procariontes y a que su secuencia esta
conformada por regiones muy conservadas, asi como por regiones hipervariables, lo cual

permite la realizacion de andlisis filogenéticos (Neufeld y Mohn, 2006).

La mayor parte de los estudios de las comunidades bacterianas en valle de Cuatro
Ciénegas se han enfocado a los habitats acuaticos. De esta manera, se han realizado
analisis sobre los patrones de distribucidon de la diversidad de procariontes (Cerritos et al.,
2011; Escalante et al., 2008); también hay analisis de la composicién y estructura de los
tapetes microbianos y estromatolitos (Bonilla-Rosso et al.,, 2012; Falcén et al.,, 2007;
Peimbert et al., 2012); asi mismo se han estudiado grupos de organismos especificos,
como es el caso de los Firmicutes (Alcaraz et al., 2008; Moreno-Letelier et al., 2011). Con
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base en estos estudios se ha determinado que las comunidades bacterianas tienen un
origen marino y se caracterizan por presentar distribuciones de especies equitativas,

linajes raros, diferenciacién geografica y endemismos locales (Souza et al., 2012).

El analisis de las comunidades bacterianas del suelo en el valle se ha explorado en
menor medida. Sin embargo, se ha identificado que las comunidades bacterianas tienen
una gran diversidad taxondmica en comparacion con otros sitios desérticos (Lopez-Lozano
et al., 2012). Ademas, Tapia-Torres (2010) determiné que el tipo de vegetacion afecta a la
comunidad bacteriana del suelo y la dindmica de C, N y P, debido a que el tipo de
vegetacion puede controlar la disponibilidad de CO disponible en el suelo y esta fraccién a
su vez puede tener un efecto en los grupos bacterianos y su actividad. También se ha
analizado, mediante un enfoque experimental, el proceso de sucesién secundaria
microbiana. En este estudio se demostrd que en dos sitios con condiciones contrastantes
en relacion a la humedad y los nutrientes en el suelo, las comunidades microbianas tienen
un proceso de sucesion similar después de un disturbio y que después de un afio no se

recupera la composicién original de la comunidad (Lopez-Lozano et al., 2013).

Todos los trabajos sobre las comunidades bacterianas del suelo se han realizado en
la region Oeste del Valle, donde el tipo de roca predominante es el yeso (CaSOg4); mientras
gue en la porcién Este del Valle, donde los suelos corresponden a calcisoles, no se han

realizado trabajos que describan la composicion de la comunidad bacteriana.

Como se ha mencionado anteriormente, el desarrollo de la actividad agricola en el
valle de Cuatro Ciénegas tiene diversos impactos ambientales. A pesar del rol fundamental
del suelo en el ecosistema, aun se tiene poca informacién sobre el impacto del manejo
agricola en el mismo. Por esto, es necesario el andlisis del efecto del cambio de uso de
suelo agricola en la composicidn de la comunidad bacteriana y en la dindmica de C, Ny P.
Esto permitird describir los cambios en las caracteristicas del suelo provocados por el
manejo agricola y su posterior abandono, las cuales pueden alterar el funcionamiento del
ecosistema. Con este tipo de informacidn, el presente trabajo podra sentar las bases para

el establecimiento de estrategias de conservacion y restauracion del suelo.
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Objetivos

General

Analizar la dindmica de C, N y P y su relacién con la composicién de la comunidad
bacteriana del suelo en un gradiente de manejo agricola ubicado en el valle de Cuatro

Ciénegas, Coahuila.

Particulares

e Determinar la concentracion de los nutrientes disponibles, disueltos y contenidos
en la biomasa microbiana del suelo en un gradiente de manejo agricola.

e Cuantificar la actividad de la fosfomonoesterasa en el suelo de un gradiente de
manejo agricola.

e Determinar la composicién de la comunidad bacteriana en el suelo de un gradiente
de manejo agricola.

e Analizar el efecto del cultivo de alfalfa en la resistencia y resiliencia de ciertos

atributos del suelo agricola.

Hipoétesis

Los cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo debidas al manejo agricola
(fertilizantes y riego) y el posterior abandono de las parcelas agricolas afectan los procesos
involucrados en la dinamica de C, N y P, asi como la composicidon de la comunidad

bacteriana del suelo
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Metodologia

Sitio de estudio

El valle de Cuatro Ciénegas se localiza en el centro del Desierto Chihuahuense en
el estado de Coahuila (Imagen 1). Este valle cuenta con una extensién aproximada de
840km?, una altitud de 740 m.s.n.m y se encuentra rodeado por montafias que alcanzan
los 2500 m.s.n.m (Escalante et al., 2008; Souza et al., 2006, 2012). Su clima es muy seco,
semi-cdlido con pocas lluvias en invierno, la temperatura media anual es de 22 °C (Souza
et al., 2004), mientras que la precipitacién media anual es de 230 mm (CONAGUA, 2012).
A pesar de tener un clima seco, es considerado como un oasis debido a que presenta un
sistema de cuerpos de agua compuesto por manantiales, arroyos y pozas (Cerritos et al.,

2011; Peimbert et al., 2012; Souza et al., 2006)

Los habitats acuaticos y terrestres que se encuentran en este valle son
extremadamente oligotroficos (Cerritos et al., 2011; Lépez-Lozano et al., 2013; Peimbert
et al., 2012) y esta caracteristica se relaciona con la diversidad de organismos en la zona.
De esta manera, se considera que el valle de Cuatro Ciénegas es el lugar con mayor
diversidad endémica de América del Norte, los endemismos abarcan especies de plantas,
animales y microorganismos (Peimbert et al.,, 2012; Souza et al., 2008). Estos ultimos
tienen una gran importancia ecosistémica en este sito, dado que las comunidades
formadoras de tapetes microbianos y los estromatolitos son la base de la cadena tréfica

(Souza et al., 2006).
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Imagen 1. Ubicacidn de los sitios que integran el gradiente de manejo en el valle de Cuatrociénegas,
Coabhuila.

Diseno de muestreo

El muestreo se llevd a cabo durante el verano de 2011, en la regién Este del valle
donde los suelos dominantes corresponden a calcisoles. Se trabajé con un gradiente de
manejo agricola compuesto por tres sitios con caracteristicas contrastantes en relacion al
manejo y que representan el cambio de uso de suelo provocado por la actividad agricola
(Imagen 1), los cuales se clasificaron en tres estados: abandonado, agricola y conservado
(Imagen 2). Previo a la colecta de muestras, se hicieron entrevistas semi-estructuradas a
los propietarios de las parcelas, con la finalidad de identificar las practicas agricolas

desarrolladas en cada sitio.

El sitio conservado es un pastizal haldfilo, que se encuentra en los terrenos del
rancho Pozas Azules perteneciente a PRONATURA (26° 49' 30.55" latitud N 102° 1' 26.91"
longitud O). En este sitio la cobertura vegetal estd dominada por Sporobolus airoides, sin

embargo el 40% del suelo no presenta vegetacion (Montiel-Gonzalez, 2011).

Por otra parte, el sitio agricola corresponde a una parcela cultivada con alfalfa
(Medicago sativa) varidedad alta verde. Esta ubicada en el ejido de Cuatro Ciénegas (26°
58' 47.00" latitud N 102° 02' 12.88" longitud O) y tiene una extension de 2.7 ha. Esta
parcela ha recibido manejo agricola desde el afio de 1992 y el cultivo actual tiene una

antigliedad de 3 afios. Las practicas de manejo se caracterizan principalmente por el uso
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de fertilizante fosfatado granulado (MAP 11-52-00, 70 kg/ha), nitrogenado foliar (LOBI*44,
2 kg/ha) y ocasionalmente abono organico. Adicionalmente, se utilizan mensualmente
herbicidas (Select, Cedrus o Pivot, 1.5 L/ha) y plaguicidas (Warrior 600, 1.5 L/ha). El tipo de
irrigacidon que recibe esta parcela es por inundacién (5 522 160 L) y se realiza una vez al
mes. En cuanto a la productividad, se reporté un rendimiento de 180 a 200 pacas por

corte realizado mensualmente (Castillo-Gonzalez, comunicacion personal).

El sitio abandonado se refiere a una parcela ubicada en el ejido de Cuatro
Ciénegas (26° 58' 57.5" latitud N 102° 01' 7.90" Longitud O). Esta parcela tiene
aproximadamente 30 afios sin recibir ningln tipo de manejo agricola, por lo que se
considera en estado de abandono. La vegetacién en este sitio es escasa, ya que el 70% del
suelo estd desnudo; mientras que en los parches de vegetacidn la especie dominante es
Salicornia uttaensis. Ademads, se ha reportado que la conductividad eléctrica en el suelo es
de 17 milisiemens por metro (ms/m), por lo que se considera extremadamente salino
(Martinez-Piedragil, 2013). El manejo agricola previo al abandono se caracterizd por la
utilizacion de fertlizantes quimicos y riego por inundacién; y los motivos que provocaron
el abandono de esta parcela fueron la salinizacion del suelo y las fallas en el canal de riego

(Sanchez-Liceaga, comunicacion personal).

Conservado

Agricola

Abandonado

Imagen 2. Cambio de uso de suelo representado por los tres sitios que integran el gradiente de
manejo agricola
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Para representar la heterogeneidad de los sistemas de estudio, se realizaron dos
tipos de muestreo. Para colectar las muestras en el sitio conservado y en el sitio
abandonado se establecié un cuadrante de muestreo de 100m x 50m (Imagen 3-A). El
cuadrante se dividié en 10 segmentos, dentro de cada uno de ellos se trazé un transecto
ubicado de manera aleatoria, de esta manera se tuvieron 10 transectos en total. En cada
uno de los transectos se tomd una muestra de suelo cada 5m, con un nucleador de 7.5 cm
de didmetro de los primeros 15 cm de profundidad, las cuales se mezclaron para formar

una muestra compuesta por transecto (n =10).

Para realizar la colecta de muestras en el sitio con manejo agricola actual, se
establecié un cuadrante de muestreo de 120m x 160m en la parcela (Imagen 3-B). El
cuadrante se dividié en 10 segmentos dentro de los cuales se trazé un transecto ubicado
de manera aleatoria, de esta manera se tuvieron 10 transectos en total. La parcela
agricola estaba dividida en 6 melgas (porciones de tierra en las cuales se siembra que se
encuentran separadas por bordes) y presentd una topografia homogénea, por lo que se
considerd que el sitio mas representativo de cada melga era el centro de la misma. De
esta manera se tomé una muestra de suelo por melga con el mismo nucleador utilizado en
los otros sitios. Por lo tanto, se tomaron 6 muestras de suelo por transecto y estas se

mezclaron para formar una muestra compuesta por transecto (n=10).
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Imagen 3. Diagrama del disefio de muestreo realizado en los sitios sin manejo agricola actual (A) y en el sitio
cultivado con alfalfa (B).
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Para la realizacidon de los andlisis de actividad enzimatica se tomd una alicuota de
15 g de suelo de cada una de las muestras compuestas, la cual se almacend a 4°C hasta el
su procesamiento en el laboratorio. Ademas, se tomd una alicuota de 15g de suelo de
cada una de las muestras para formar una muestra compuesta por sitio, se almacenaron
en nitrégeno liquido y posteriormente se refrigeraron a -80 °C; para utilizarse en el analisis
molecular de las comunidades microbianas. El resto de las muestras se colocaron en
bolsas negras y se mantuvieron refrigeradas hasta el momento de los andlisis

biogeoquimicos.

Analisis de laboratorio

Con el propésito de realizar un analisis integral de la dindmica de nutrientes y la
comunidad bacteriana en el suelo de los sitios del gradiente, en este estudio se siguieron
dos estrategias de trabajo. La primera estrategia consistié en la realizacion de andlisis de
laboratorio y la segunda en la incorporacién de datos provenientes de investigaciones
realizadas de manera simultdnea en los mismos sitios. Los andlisis de laboratorio
realizados se pueden dividir en tres categorias: biogeoquimicos, enzimaticos vy
moleculares. Los analisis biogeoquimicos y enzimdticos se hicieron en el laboratorio de
Biogeoquimica de Suelos del Centro de Investigaciones en Ecosistemas, UNAM, vy los
moleculares en el laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental del Instituto de
Ecologia, UNAM. Para la caracterizacién de la dindamica de nutrientes del sitio abandonado
se realizaron todos los andlisis biogeoquimicos y enzimaticos; mientras que para el sitio
agricola y el conservado se utilizaron los datos reportados en los trabajos de Beltran-Paz
en prep y Tapia-Torres en prep, respectivamente. Los andlisis moleculares de la comunidad

microbiana se hicieron para los tres sitios del gradiente.
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Analisis biogeoquimicos

Humedad y pH

El porcentaje de humedad se determind utilizando el andlisis gravimétrico, para el
cual se pesd una submuestra de suelo fresco y se secd en el horno a 80 °C, durante 24
horas y finalmente se registro el peso seco. Para determinar el pH del suelo se utilizé una
solucién 1:10 p/v de suelo en agua desionizada y se leyd utilizando un potenciometro

digital (Thermo Scientific, modelo Orion 3star Plus) previamente calibrado.
Nutrientes en el suelo

Las formas de carbono (C) contenidas en el suelo se determinaron utilizando un
Analizador de Carbono Total (UIC Mod. Cm50120; Chicago, E.U.A), mientras que para la
determinacion de todas las formas de nitrogeno (N) y fosforo (P), a excepcion del P
microbiano, se utilizé un Autoanalizador Bran-Lubbe Il (marca Bran-Lubbe, modelo AA3;
Norderstedl, Alemania). La determinacién del P contenido en la biomasa microbiana se
realizé6 con un fotoespectrometro de UV-Visible (marca Thermo Scientific, modelo

Evolution 201)
e Nutrientes disueltos

Para la extraccion de las formas de C, Ny P inorganicas disueltas (CID, NID Y PID),
es decir las formas de estos nutrientes que pueden estar disueltas en agua, se peso una
sub muestra de 20g de suelo fresco, a la que se le adicioné 80ml de agua desionizada.
Posteriormente, se agité por 30 minutos a baja velocidad vy se filtré por Whatman No. 42
pum (Jones & Willett, 2006), a continuacion se filtré al vacio en membranas millipore de
0.45 um. Del extracto obtenido se leyé el CID y el carbono total disuelto (CTD), para el
primero se utilizd el médulo de acidificacion CM513 con H,SO4 2N, y para el segundo el
modulo para liquidos (UIC-COULOMETRICS), ambos del analizador de carbono. EI NID

(NH,"y NO3) y el PID (PO,¥) se leyeron con el autoanalizador Bran-Lubbe III.
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Para determinar el N y P total disuelto (NTD Y PTD) se tomaron 25 ml del extracto
anterior, el cual fue digerido con H,SO,4y H,0;, a 250 °C. Posteriormente, se adicionaron
25 ml de agua desionizada, se neutralizé, aforé a 50 ml y filtré a través de Whatman # 1.
Finalmente, se leyeron como NH," y ortofosfatos en el autoanalizador. Las formas
organicas disueltas de C (COD), N (COD), Y P (POD) se determinaron por la diferencia

entre el total disuelto y el inorgdnico disuelto de cada nutriente (NHs"y PO,").

® Nutrientes disponibles

La extraccion de las formas inorganicas de N (NH;" y NO3) se hizo a partir de 10 g
de muestras frescas con KCI 2N, los extractos obtenidos se filtraron a través de papel
Whatman # 1. Para la determinacién se utilizé el método colorimétrico del hipoclorito-

fenol (Robertson et al., 1999)

El P inorgéanico disuelto (PO,") se obtuvo por el método de fraccionamiento
secuencial (Hedley et al., 1982). La extraccion se realizé con NaHCO3 0.5M que se agrego a
1g de suelo fresco y la solucién se agitd por 16 horas a 150 rpm. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm y el sobrenadante se filtré a través de papel

Whatman # 42.

Con la finalidad de separar la fase organica de la inorgdnica, se dejé en
refrigeracion el extracto durante 12 horas. Posteriormente, se tomé una alicuota de la
parte superior del extracto refrigerado y se le agregd HCl 5M para que se desgasificara.
Después se neutralizé y aford a 25 ml con agua desionizada y finalmente se determiné el

P disponible con un autoanalizador Bran-Lubbe lII.

e Nutrientes en biomasa microbiana

Esta fraccidn se refiere a la cantidad de C, N y P que estd contenida en la biomasa
microbiana presente en el suelo. Para determinar estas concentraciones se utilizd el
método de extraccién-fumigacion con cloroformo (Vance et al., 1987). En este método se
trabajé con duplicados de cada muestra, una fumigada con cloroformo y otra no

fumigada, todas las muestras se incubaron durante 24 horas a 25°C y humedad constante.
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Para determinar el Cy N microbiano se realizé una extraccion con 80 ml de K,SO,4
gue se agrego a las muestras, tanto fumigadas, como no fumigadas. La solucién se agitd y
filtré a vacio por membranas millipore de 0.45um. Se tomd una alicuota de los extractos
obtenidos para determinar las fracciones de C vy el resto se sometidé a una digestidon acida

para obtener el N microbiano.

El C total microbiano (CTM) de las muestras fumigadas y no fumigadas se
determind por el método coulométrico. Para obtener el C inorganico microbiano (CIM) se
utilizé el mdédulo de acidificacion CM513 con H,SO4 2N y el C orgdnico microbiano se

calculd con la diferencia de CTM menos CIM.

Como se menciond anteriormente, para obtener la concentraciéon de N se realizé
una digestion de los extractos con H,SO; y CuSO,; como catalizador a 300 °C.
Posteriormente, se filtré en Whatman # 1 y finalmente se determind el N microbiano por

el método colorimétrico en el autoanalizador Bran-Lubbe lll.

El P microbiano se obtuvo por medio de una extraccién realizada a las muestras
previamente sometidas a fumigacién e incubacion. El extractante utilizado fue NaHCO;
0.5 M a pH 8.5, que se agregd a las muestras y a continuacidén la solucién se agitd a baja
velocidad por 16 horas. Posteriormente, se centrifugd a 6000 rpm y el sobrenadante se
filtré por Whatman #42. Al extracto obtenido se le realizé una digestiéon con 4acido
sulfarico (H,SO4) 11M y persulfato de amonio ((NH4),S,0g) al 50%, en una autoclave a
121 °C durante una hora. Finalmente, se neutralizd con NaOH y se afordé a 25 ml con agua
desionizada. La determinacién de la concentracién de P microbiano se hizo por el método
de colorimetria, para el que se utilizé un sistema reductor con acido ascérbico (C¢HgOs) vy
antimonio (Sb) como catalizador y se leyd utilizando un espectrofotémetro a una A de

882nm.

Las concentraciones finales de C, N y P microbiano se calcularon con la siguiente
ecuacion y se utilizaron diferentes coeficientes de extraccion para cada nutriente: 0.45
para el caso de Cmic (Joergensen, 1996), 0.54 para el Nmic (Joergensen y Mueller, 1996) y

para el Pmic 0.4 (Hedley et al., 1982).
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mic =
L] Coeficiente de extraccion

Analisis enzimaticos

El método para medir la actividad de la fosfomonoesterasa en el suelo, se basa en una
determinacién espectrofométrica del p-nitrofenol liberado por gramo de suelo por unidad
de tiempo, cuando el suelo es incubado con un sustrato (pNP-fosfato) en una solucién

buffer (Bob sinsabaugh Lab, 1994; Baldrian,2009; Fioretto 2009)

Para realizar este método, se pesd una sub muestra de 2 g de suelo fresco a la
gue se le adicionaron 30 ml de MUB (Modiffed Universal Buffer), con un pH
correspondiente al del suelo de cada sitio, y se agité por 30 min. Posteriormente, se
tomaron 670 pl del homogenizado anterior y 670 ul del sustrato unido a p-Nitrofenol y se
incubd durante 1 h 15 min. Para cada ensayo se utilizé un control del sustrato y un control
de la muestra. Después de la incubacién, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 2 min. A continuacién se tomd un alicuota de 750 ul del sobrenadante a la que se
le adicionaron 75 pl de NaOH 1IN y 2 ml de agua y la mezcla se agité. Finalmente se

determind la absorbancia con un espectrofotémetro a una A de 410 nm.

Analisis moleculares

Extraccidén y purificacion de ADN

La extraccion de ADN gendmico de las muestras de suelo se realizé por triplicado
para cada uno de los sitios y se utilizéd el método de extraccidn de acidos nucleicos de
muestras ambientales por medio de columnas de centrifugacién de hidroxiapatita (Purdy
et al., 1996). Este método tiene cuatro etapas principales: la lisis celular, el aislamiento, la

purificacién y la precipitacion.

El proceso de lisis celular es mecdnico y se llevé a cabo por medio de agitacién de

micro esferas “bead beating”. Para provocar la lisis de las células se mezclaron 500 mg de

29



suelo fresco, el mismo volumen de perlas de vidrio, 600 pl de buffer de fosfatos (fosfato
de sodio 120 mM pH 8, 1% (p/v) PVPP), 400 pl de fenol pH 8 y 40 pul de SDS 20%. La mezcla
se agitd tres veces a 50 Hz por 30 segundos (Tissuelyser LT, Qiagen), con intervalos de 30
segundos de reposo en hielo entre cada agitacion. Después, se centrifugd a 13000 rpm
por un minuto y se extrajo la fase acuosa, mientras que el sedimento se lavé con 500 pl
de fosfato de sodio 120 mM pH 8 y se repitieron los pasos de agitacidon-reposo,

centrifugacidn y extraccion de la fase acuosa mencionados anteriormente.

Para aislar el ADN obtenido mediante el proceso de lisis, el extracto se colocé en la
columna de hidroxiapatita y se centrifugd a 1500 rpm durante dos minutos. Después, se
lavé la columna tres veces con 500 pl de fosfato de sodio 120 mM pH 7.2, entre cada
lavado se hizo una centrifugacion a 1500 rpm por 2 minutos. Para eluir el ADN de la
columna, se agregaron 400 ul de fosfato dipotasico 150 mM pH 7.2 y a continuacion se
centrifugd nuevamente siguiendo las condiciones anteriores. La purificacién de ADN se
realizé al colocar el eluyente en una columna de Sephadex, una vez que la columna fue

cargada se centrifugd a 6000 rpm por 8 minutos y el ADN fue colectado.

Para precipitar el ADN se agregd 0.1 vol. de acetato de sodio 3M, 2.5 vol. de etanol
frio al 100% y 2 ul de Glycoblue, la mezcla se colocé a 20°C durante 2 horas.
Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se
retird por aspiracién, obteniendo una pastilla de ADN. Después, se le agregd 1 ml de
etanol frio al 70% a la pastilla, se centrifugd a 1300rpm por 2 minutos y nuevamente se
quito el sobrenadante. A continuacion se dejo secar la pastilla por 30 minutos, luego se
resuspendid en 20 pl de agua libre de RNAsas y finalmente se almacend a -20°C. El
tamaifo y calidad del ADN extraido se verificé por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 1 %.

Amplificaciéon por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADN extraido de las muestras de suelo de cada sitio, se amplifico el gen
16s rRNA por medio de la reaccidon en cadena de la polimerasa. Se utilizaron los primers

universales 27 F (5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) y 1492 R (5" GGTTACCTTGTTACGACTT
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3’). Para cada sitio se realizaron tres ensayos independientes de PCR, todas las reacciones
se hicieron de la siguiente manera: buffer 1 x PCR, 0. 2 mM de la mezcla de dNTP, 2 mM
de MgSQ4, 0.2 uM de cada uno de los primers, DMSO 5%, 1 unidad de Tag polimerasa
(Platinum Taq HighFidelity, Invitrogen) y 2 ul de ADN. El programa del PCR fue el
siguiente: 94°C por 5 minutos; después 30 ciclos de 94° C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto

y 72°C por 1 min 20 seg, y una extension final de 30 minutos a 72°.

Las tres amplificaciones de cada uno de los sitios se mezclaron y se visualizaron por
medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1%; posteriormente se extrajo la banda
del tamafio correspondiente (1500 pb) con el Kit Qiaquick gel extraction de Qiagen,

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Librerias de clonas

Previé a la clonacidn, los productos del PCR se poliadenilaron por medio de la
siguiente reaccion: 100 ng del producto de PCR, 1 unidad de taq, buffer 1x con MgCl, y
166 uM de dATP que se incubd 15 minutos a 72°C.

La clonacién de los productos de PCR se hizo en el vector pCR2.1 con el kit Topo
TA cloning (Invitrogene), siguiendo las indicaciones del fabricante. A continuacién, se
realizd la transformacion de las células competentes de E. coli por medio de un shock
térmico. Las células transformantes se sembraron en placas de agar de medio LB con
ampicilina y se incubaron a 37°C por 12 horas. Posteriormente, se seleccionaron las
colonias transformadas y se sembraron en placas con medio LB 2x con Kanamicina y se
incubaron a 37°C a 320 rpm por 24 horas. Finalmente, se extrajeron las células vy
purificaron los plasmidos con el Kit Montage Plasmid MiniPre (Millipore), siguiendo el

protocolo del fabricante.
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Secuenciacion

Los plasmidos purificados se secuenciaron en el Instituto de Biologia, UNAM,
utilizando como base el primer 27F. El secuenciador analizd el ADN marcado con

fluorescencia por medio de electroforesis capilar, siguiendo el método de Sanger.

Anadlisis Bioinformaticos

La evaluacion de la calidad de las secuencias asi como la eliminacion del vector de
clonacién y primers se realizé con el programa Phred (Erwing y Green, 1998).
Posteriormente, se utilizé el programa Mothur (Schloss et al., 2009) para procesar,
agrupar y clasificar las secuencias. La identificacion de quimeras se hizo con el comando
chimera.uchime tomando como templado la base SILVA, las secuencias identificadas como
guimeras se eliminaron de los analisis posteriores. Para realizar el alineamiento se utilizd
el algoritmo NAST (Nearest Alignment Space Termination) y se tomé como templado la
base del SILVA del gen 16S rRNA, después se hizo un filtro de las columnas compuestas
Unicamente por gaps con el comando filter.segs, la longitud final de las secuencias fue de
1398 bases. Posteriormente, se calculd una matriz de distancia genética entre pares de
secuencias, con la cual se determinaron las unidades taxondmicas operacionales (OTUs),
utilizando el método del vecino mds lejano (Furthest neighbor) al 3%, por lo tanto las
secuencias dentro de un OTU son a lo sumo 3% diferentes entre si. Ademas, se calcularon
los indices de Simpson y Shannon (H), el estimador de riqueza de Chao y las curvas de
rarefaccion para cada uno de los sitios. Con base en la matriz de distancias genéticas, se
realizé un diagrama de similitud entre sitios basado en el indice Bray-Curtis. Finalmente,
se hizo la asignacion taxondmica de las secuencias, por medio del método Wang, tomando

la base de datos SILVA como referencia.
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indices de resistencia y resiliencia

Los valores de resistencia y resiliencia de las variables biogeoquimicas y la actividad
de la fosfomonoesterasa se determinaron con base en los indices propuestos por Orwin y
Warlde (2004). Para calcular los indices se considerdé como control el suelo del sitio
conservado, mientras que el disturbio correspondid al suelo de la parcela agricola y el sitio
abandonado se utilizé para determinar la resiliencia de las variables después de 30 afios

de manejo agricola.

La resistencia (RS) definida como la capacidad de soportar un disturbio (Pimm,

1984) se estimd de la siguiente manera:

_ 2 | Do|
RS=1- ———
(Co +|Dol)

Dénde:
Co: valor de la variable en el suelo control.
Do: es la diferencia entre el valor de la variable en el suelo control (Cg) y con disturbio (Po).

Este indice arroja valores que van de 1 a -1, siendo 1 la maxima resistencia
(disturbio no tuvo efecto en la variable analizada). Un valor de 0 indica el aumento o
reduccién del 100% en la variable analizada. Si el valor de Py es mayor que 2C, el indice

arrojara valores negativos.

La resiliencia que se define como la velocidad con la que un sistema regresa al
estado que tenia antes del disturbio (Pimm, 1984), fue determinada con la siguiente

formula:

2| Do

(IDol+Dx[)
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Ddénde:
Do: es la diferencia entre el valor de la variable en el suelo control (Co) y con disturbio (Pg).

D,: la diferencia entre el control (Co) y el suelo con disturbio al tiempo x (Py)

Este indice estd estandarizado por la cantidad de cambio causado por el disturbio, ya que
esto determina el estado del que se tiene que recuperar. El indice arroja valores entre -1y
1. El valor de 1 indica maxima resiliencia (recuperacion total). El valor de 0 puede indicar
gue el suelo en el tiempo x no se ha recuperado en lo absoluto desde el disturbio o que al
tiempo x la variable analizada esta a la misma distancia con respecto al control en tiempo
del disturbio, pero en direccién opuesta. Se obtendran valores de indices negativos si el

valor absoluto de Dy es mayor que el valor de Dg

Analisis estadisticos

Se utilizd el programa R version 2.10.1 (R Core Development Team 2009) para
realizar todos los andlisis estadisticos. Por medio de pruebas de andlisis de varianza de
una via (ANOVA) se determind la significancia de las diferencias en las variables
biogeoquimicas y en la actividad de la fosfomonoesterasa entre los sitios del gradiente, se
tomdé como factor el sitio y tuvo tres niveles: conservado, agricola y abandonado. Previo
al analisis, todos los datos se transformaron a Log, a excepcion de la humedad cuya
transformacion fue arcsen, y posteriormente se evaluaron los supuestos de normalidad
de los datos y homogeneidad de varianza por medio de las pruebas de Shapiro-Wilk y
Fligner-Killeen, respectivamente. Cuando se obtuvieron diferencias significativas se realizo
una prueba a posteriori de comparacion multiple de Tukey. En caso de que los datos no
cumplieran los supuestos se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (en la

libreria Pgirmess).

Con la finalidad de explorar las posibles relaciones entre las variables se hizo un
analisis de correlacion de Pearson. También se realizé un analisis de componentes
principales (en la libreria Vegan) en el que se incluyeron los nutrientes disponibles,

disueltos, contenidos en la biomasa microbiana y la actividad de la fosfomonoesterasa.
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Resultados

Formas dindmicas de nutrientes y actividad de la fosfomonoesterasa

El porcentaje de humedad en el suelo fue significativamente diferente en las tres
parcelas de estudio. La parcela agricola presentd el mayor porcentaje de humedad, que
representa casi el doble del porcentaje que se reportd para la parcela conservada y que es
cuatro veces mayor que el de la parcela abandonada (Tabla 1). Asi mismo, el pH del suelo
tuvo diferencias significativas entre los sitios del gradiente. Se determind que los valores
de pH de la parcela conservada y abandonada tienden a ser alcalinos, mientras que el pH

de la parcela agricola se acerca a valores neutros (Tabla 1).

Tabla 1. Medias (error estdndar) del porcentaje de humedad y pH en los sitios

del gradiente. La letra supernumérica indica diferencias significativas (p< 0.05)

Conservado Agricola Abandonado
Porcentaje de 12.44* 21.17° 5.73¢
humedad (+0.16) (£0.11) (*0.15)
8.47" 7.94° 8.82°
pH (+0.03) (+0.04) (+0.04)

Los nutrientes potencialmente solubles con diferencias significativas fueron el
COD (carbono organico disuelto), D-NH," (amonio disuelto) y POD (fésforo organico
disuelto) (Tabla 2.) ElI COD fue diferente en los tres sitios, la mayor concentracidn se
presentd en el suelo del sitio con manejo agricola y la menor se presentd en suelo del
pastizal (conservado). En los valores de D- D-NH," y POD se identific un patrén en el cual
la parcela agricola fue significativamente diferente de la parcela conservada y de la
abandonada, mientras que no se presentaron diferencias entre estas dos ultimas. La
concentracion de D-NH,4" fue mayor en los sitios sin manejo agricola actual (conservado y
abandonado) en comparacion con el sitio cultivado con alfalfa. Por otra parte, los valores

mas altos de POD se presentaron en la parcela agricola (Tabla 2).
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La fraccion de nitrogeno organico disuelto (NOD) no presentd diferencias
significativas, sin embargo la parcela agricola tiende a tener una menor concentracién de
este nutriente. No fue posible determinar la concentracién de fésforo inorgdnico disuelto
(PID) en los tres sitios. El Unico cociente de las formas orgdnicas potencialmente solubles
con diferencias significativas fue el C:N, el cual fue diferente entre los tres sitios del
gradiente, siendo la parcela agricola la que presentd el cociente mds alto y la parcela

conservada presentd el valor mas bajo.

Tabla 2. Medias (error estandar) de los formas potencialmente solubles (p.g*g'l) y los
cocientes entre nutrientes en los sitios del gradiente. La letra supernumérica indica

diferencias significativas (p< 0.05)

Conservado Agricola Abandonado
Parametro
coD 9.59" 116.13° 38.88°¢
(£2.27) (+9.31) (£6.58)
D-NH," 0.68" 0.03% 0.77*
(+0.17) (+0.01) (+0.14)
NOD 7.67 6.64 13.57
(0.83) (+0.16) (£3.51)
PID 0 0 0
POD 1.13% 14.66° 2.08"
(0.30) (0.20) (0.76)
Cocientes
C:N 1.31% 17.65° 5.15°¢
(x0.31) (£1.56) (x1.32)
C:P 9.44 7.91 12.51
(+6.37) (£0.59) (x7.42)
N:P 4.24 0.45 3.22
(¥1.77) (+0.01) (+2.41)

COD: carbono orgénico disuelto, D-NH,": amonio disuelto, NOD: nitrégeno organico disuelto,
PID: fésforo inorganico disuelto, POD: fésforo organico disuelto. ND: no determinado

Todas las formas de nutrientes disponibles en el suelo presentaron diferencias
significativas entre tratamientos. El suelo de la parcela agricola tuvo la concentracién mas
alta de amonio disponible (Dp- NH;) y fue significativamente diferente de las
concentraciones correspondientes a las parcelas que no tienen manejo agricola actual, las
cuales no presentaron diferencias entre si. Para el caso del nitrato disponible (Dp-NQs), la

mayor concentracién se presentd en la parcela abandonada y fue cuatro veces mayor que
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el valor que se obtuvo para la parcela agricola. La concentracién de P disponible (Dp-P)
mas alta correspondid al suelo de la parcela conservada y fue casi 10 veces mayor que la
concentracién de parcela agricola, mientras que la parcela abandonada tuvo la
concentracién mas baja de este nutriente; sin embargo no hubo diferencias estadisticas

entre estos dos ultimos. (Tabla 3).

Tabla 3. Medias (error estandar) de las formas de nutrientes disponibles (ug*g'l) en los

sitios del gradiente. La letra supernumérica indica diferencias significativas (p<0.05)

Conservado Agricola Abandonado
Parametro

Dp-NH," 1.64" 3.51° 1.55%
(£0.08) (+0.40) (20.13)

Dp-NO;’ o 4.91° 18.16°¢
(x0.41) (£1.30)

Dp-P 0.096" 0.010° 0.004°
(+0.015) (0.002) (0.001)

Dp-NH,": amonio disponible, Dp-NO;: nitratos disponibles, Dp-P: fésforo inorganico disponible.

La concentracion de C en la biomasa microbiana del suelo (Cmic) presentd
nuevamente el patrén en el cual la parcela agricola fue significativamente diferente de la
parcela abandonada y de la conservada, mientras que estas dos no tuvieron diferencias
entre si; el Cmic en la parcela cultivada con alfalfa fue cuatro veces mayor en comparacién

con el sitio conservado y abandonado.

Con respecto al N contenido en la biomasa microbiana, se determind que los tres
sitios del gradiente presentan diferencias significativas, el suelo de la parcela agricola
presenté la mayor concentracion de este nutriente en biomasa microbiana, por otra parte

la menor concentracion se encontrd en la parcela abandonada.

En cuanto a la fraccion de P microbiano (Pmic), las diferencias se presentaron
entre el sitio agricola, con mayor concentracion de este nutriente, y el sitio conservado,
con menor concentracion, mientras que el sitio abandonado no fue diferente de estos
dos. Unicamente el cociente N:P tuvo diferencias significativas entre sitios. Los sitios sin
manejo agricola no fueron diferentes entre si, sin embargo el sito con cultivo de alfalfa fue
mayor que los otros dos sitios.
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Tabla 4. Medias (error estandar) de la concentracion de nutrientes en la biomasa
microbiana del suelo en los sitios del gradiente. La letra supernumérica indica

diferencias significativas (p<0.05).

Conservado Agricola Abandonado
Parametro
Cmic 108.73" 450.79° 144.73"
(+12.59) (+68.34) (+29.24)
Nmic 13.80" 95.30° 4.48°
(+1.34) (+23.59) (1.00)
Pmic 1.95" 5.88° 3.20"
(+0.41) (¥1.21) (+0.48)
Cocientes
C:N 8.13 9.00 23.37
(0.89) (£2.30) (6.98)
C:P 42.01 99.80 56.60
(£9.60) (x17.50) (x13.33)
N:P 5.28" 33.23° 1.67"
(+1.13) (+16.45) (+0.34)

Cmic: carbono microbiano, Nmic: nitrégeno microbiano, Pmic: fésforo microbiano

La actividad de la fosfomonoesterasa en el suelo presenté diferencias significativas
entre los tres sitios que conforman el gradiente. En el suelo de la parcela agricola se
presenté la mayor actividad de esta enzima (0.292, +0.017), la cual fue mas del doble de
la actividad reportada en la parcela conservada (0.134, +0.013), mientras que en el suelo

de la parcela abandonada se presentd la menor actividad de esta enzima (0.043, £0.009)
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Grafico 1.Medias y error estandar de la actividad de la fosfomonoesterasa (um g'1 h'l) en el suelo de
las tres parcelas de estudio.

En la Tabla 5 se presentan los resultados del andlisis de correlacién de Pearson que

se realizd con las siguientes variables: humedad, pH, formas activas de nutrientes
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(disueltas, disponibles y microbianas) y la actividad de la fosfomonoesterasa. Por medio
de este andlisis se determind que la humedad y pH son las variables que tienen mas

correlaciones significativas con el resto de variables analizadas.

Tabla 5. Coeficiente de correlacién de Pearson para la Humedad, pH, actividad de la fosfomonoesterasa, formas

disponibles, disueltas y microbianas de C, N y P. Con color rojo se indican las correlaciones significativas (p< 0.05)

Hum pH cob D- NOD POD Dp- Dp- Dp- Cmic Nmic Pmic Fosf

+

NH, NH, NO; P
Hum 1
pH 095 1
cop 069 -070 1
D-NH,” | -058 059 -046 1
NOD 040  0.46 -012 021 1
POD 0.85 -0.85 088 -0.65 -037 1

Dp-NH4* 0.72 -0.68 065 -041 -0.23 0.72 1
Dp-NO; | -0.62 059 -0.01 0.19 0.46 -0.19 -0.21 1

Dp-P -0.02 0.09 -051 027 -0.17 -0.44 -0.27 -0.61 1

Cmic 066 -0.68 079 -043 -024 074 070 -0.09 -0.32 1

Nmic 065 -0.70 0.52 -046 -0.22 0.66 0.67 -0.18 -0.20 0.44 1

Pmic 042 -041 068 -032 -0.21 0.57 039 -0.01 -030 062 0.5 1

Fosf 093 -0.88 065 -058 -040 084 -0.76 -0.52 -0.11 0.64 0.62 0.30 1

Hum: humedad, COD: carbono organico disuelto, D-NH,": amonio disuelto, NOD: nitrégeno organico disuelto, POD: fésforo
organico disuelto, Dp-NH,": amon|io disponible, Dp-NO;: nitratos disponibles, Dp-P: fésforo inorganico disponible, Cmic: carbono
microbiano, Nmic: nitrégeno microbiano, Pmic: fésforo microbiano, Fosf: actividad de la fosfomonoesterasa

La humedad del suelo se correlacioné de manera positiva con el COD, POD, NH4
disponible, la actividad de la fosfomonoesterasa y los nutrientes contenidos en la biomasa
microbiana (C, N y P), ademas tuvo correlacién negativa con el pH, las formas de N

disuelto (NOD y D-NH.") y el Dip- NO5".

El pH del suelo se correlacioné de manera negativa con las formas organicas

. . * . . . . .
disponibles de Cy P, el Dp-NH, , los nutrientes contenidos en la biomasa microbiana (C, N
y P) y la actividad de la fosfomonoesterasa; también correlacioné de manera positiva con

las formas disueltas de N, y el Dp-NOs" (Tabla 5).

39



El COD presentd correlaciones positivas con el POD, Dp-NH4, la actividad de la
fosfomonoesterasa y los nutrientes contenidos en la biomasa microbiana (C, N y P). Esta

fraccidon de carbono también tuvo relaciones negativas con el D-NH4* y el Dp-P (Tabla 5).

. . . . *
Las formas de N disuelto en el suelo correlacionaron de la siguiente forma: el NH4

7 . . * . .
presentd correlaciones negativas con el POD, Dp-NH;, la actividad de Ia
fosfomonoesterasa, C y N microbiano; mientras que el NOD correlaciond negativamente

con el POD y la fosfomonoesterasa y positivamente con el NO3™ disponible (Tabla 5).

El POD se relaciond de manera negativa con el P disponible, y de manera positiva
con el NH; disponible, los nutrientes contenidos en la biomasa microbiana (C, Ny P) y la
actividad de la fosfomonoesterasa (Tabla 5). Por otra parte, el NH4 disponible tuvo
relaciones positivas con C, Ny P contenidos en la biomasa microbiana y la actividad de la
fosfomonoesterasa, mientras que el NO3;™ disponible presentd correlaciones negativas con

el Dp-P vy la actividad de la fosfomonoesterasa (Tabla 5).

Los nutrientes contenidos en la biomasa microbiana correlacionaron de Ia
siguiente manera: el Cmic tuvo relaciones positivas con el N y el P microbianos y la
actividad de la fosfomonoesterasa, mientras que el Nmic se correlaciond positivamente
con la actividad de la fosfomonoesterasa y finalmente el Pmic presentd una correlacién

positiva con la fosfomonoesterasa (Tabla 5)

El analisis de componentes principales determind que los dos primeros
componentes (PC1 y PC2) explicaron el 70.6% de la varianza total observada en las
variables; de este porcentaje el 55% corresponde al primer componente y el 17.3%
restante corresponde al segundo componente. En el primer componente, las variables de
mas peso fueron el POD y humedad de manera positiva, y de manera negativa el pH y D-
NH4. Mientras que en el segundo componente las variables de mayor peso fueron el Dp-P

de manera negativa y el Dp-NOsy NOD positivamente (Tabla 6).
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Tabla 6.Porcentaje de la varianza que se explica por los dos primeros componentes y el
peso de las variables analizadas en los mismos. Con negritas se indican las variables de

mayor importancia en cada componente

PC1 PC2

Desviacién estandar 2.67 1.49
Proporcion de la varianza 55% 17.3%
Proporcidn acumulada 55% 72.3%

Eigenvector

Humedad 0.34 -0.18

pH -0.34 0.16

CoD 0.31 0.26

D-NH4 -0.24 -0.03

NOD -0.15 0.31

POD 0.35 0.11

Dp-NH4 0.30 0.05
Dp-NO3 -0.14 0.57

Dp-P -0.10 -0.56

Cmic 0.30 0.16

Nmic 0.26 -0.01

Pmic 0.21 0.22
Fosfomonoesterasa 0.33 -0.14

COD: carbono orgénico disuelto, D-NH,": amonio disuelto, NOD: nitrégeno organico disuelto, POD:
fosforo organico disuelto, Dp-NH," : amonio disponible, Dp-NO;: nitratos disponibles, Dp-P: fésforo
inorganico disponible, Cmic: carbono microbiano, Nmic: nitrégeno microbiano, Pmic: fdésforo
microbiano, Fosf: fosfomonoesterasa

En el grafico 2 se muestra la ordenacién de las muestras de los tres sitios en los dos
primeros componentes. En el primer componente, que corresponde al eje x, se observd
gue las muestras de la parcela agricola se distribuyen principalmente en los valores
positivos y se separan de las muestras de la parcela conservada y abandonada las cuales
se distribuyen en los valores negativos del eje. En el segundo componente (eje y), se
observan diferencias entre la ordenacién de las muestras de los tres sitios que conforman
el gradiente; las muestras de la parcela abandonada se distribuyen en los valores positivos
del eje, mientras que la parcela conservada se ubican en la parte negativa y las muestras

de la parcela conservada estan en valores alrededor del cero. Por medio de ANOVAs vy
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pruebas a posteriori de Tukey se determind que en ambos componentes (PC1 y PC2), los

tres sitios del gradiente presentan diferencias significativas entre si (p< 0.05.)
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Grafico 2. Ordenacién de las muestras de suelo del sito conservado (C), agricola (A) y abandonado (AB) en
los dos primeros componentes.

Composicion de la comunidad bacteriana del suelo

Se obtuvieron 111 secuencias para el sitio conservado, las cuales se distribuyeron
en 12 phyla y 19 clases. El phylum con el mayor porcentaje de secuencias asignadas fue
Proteobacteria con 50.5%, de las clases Alphaproteobacteria (23.4%),
Gammaproteobacteria (15.3%), Betaproteobacteria (8.1%) y Deltaproteobacteria (2.7%).
Seguido del phylum Actinobacteria que representd el 19.8% del total de secuencias. Los
siguientes phyla se encontraron en menor abundancia: Bacteroidetes (4.5%),
Gemmatimonadetes y Chloroflexi 2.7% respectivamente, Deinococcus-Thermus,
Acidobacteria, Spirochaetes y Planctomycetes con 1.8% cada uno. Mientras que los phyla
con la menor abundancia fueron Nitrospirae, Firmicutes y Cyanobacteria (0.9%). El 9.9%

de las secuencias no se pudo asignar taxondmicamente a un phylum (Grafico 3).
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Grafico 3. Abundancia relativa de los phyla presentes en cada uno de los tres sitios del gradiente de manejo

En el sitio agricola se obtuvieron 107 secuencias que se asignaron a 9 phylay 14
clases. El phylum Proteobacteria presenté la mayor cantidad de secuencias asignadas con
35.5%, siendo las clases mas abundantes Alphaproteobacteria (16.8%) vy
Gammaproteobacteria (10.3%) y las de menor abundancia Betaproteobacteria (5.6%) y
Deltaproteobacteria (2.8). Los siguientes phyla en abundancia fueron Acidobacteria
(16.8%), Actinobacteria (15%) y Gemmatimonadetes (14%). En menor proporcién se
encontraron los phyla Bacteroidetes y Planctomycetes con 3.7% cada uno,
Verrucomicrobia y Firmicutes con 1.9 % respectivamente, y finalmente con el 0.9% se
encontré el phylum Chloroflexi. EI 6.5 % de las secuencias no pudieron ser clasificadas

(Grafico 3.)

En el sitio abandonado se analizaron 93 secuencias, que se distribuyeron en 9
phyla y 12 clases. Nuevamente, al phylum Proteobacteria le correspondié el mayor
nimero de secuencias (50.5%), de las cuales las clases Alphaproteobacteria y

Gammaproteobacteria tuvieron un 18.3% respectivamente; mientras que las clases
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Betaproteobacteria (11.8%) y Deltaproteobacteria (2.2%) se encontraron con menor
proporcién. El siguiente phylum en orden de abundancia fue Actinobacteria con 21.5%,
seguido de Gemmatimonadetes (5.4%) y con 3.2% los phyla Bacteroidetes vy
Planctomycetes. En menor abundancia se encontré Deinococcus-Thermus (2.2%) y por
ultimo cada uno de los siguientes phyla represento el 1.1%: Acidobacteria, Cyanobacteria

y Firmicutes. Las secuencias sin asignacion taxondmica representaron el 10.8% (Grafico 3.)
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Gréfico 4. Curvas de rarefaccion (IC 95%) de OTUs al 97% de similitud para cada sitio.

Las curvas de rarefaccion de los OTUs de los sitios del gradiente no alcanzaron la
asintota, lo cual indica que se requiere un mayor esfuerzo de muestreo, sin embargo las
pendientes presentaron diferencias. La parcela agricola tuvo la mayor pendiente,
mientras que la menor correspondio a la parcela abandonada, por tanto, la primera podria
presentar mayor niumero de OTUs (Grafico 4.). De igual manera, el estimador Chao indicé
gue en el sitio agricola se puede esperar el mayor nimero de OTUs (659), mientras que en
el conservado la riqueza de OTUs esperada es de 547. Sin embargo, con un intervalo de
confianza (IC) de 95% no hay diferencias entre la riqueza esperada en estos dos sitios,

finalmente el nUmero de OTUs estimados para la parcela abandonada fue 179 (Grafico 5).
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Grafico 5. Riqueza OTUs esperada (IC 95%), con base en el estimador de Chao

Con base en los indices de Simpson (D) y Shannon (H), se determind que la
comunidad bacteriana en el suelo de la parcela abandonada fue poco equitativita
(D=0.025, H=3.8), es decir estda dominada por pocos OTUs, los cuales se asignaron al
phylum Proteobacteria, principalmente del orden Pseudomonadales y Bukholderaiales.
Por otra parte, las comunidades de los sitios agricola y conservado son mas equitativas

(D=0.04, H=4.4y D=0.013, H=4.2 respectivamente).

Se obtuvo un total de 307 secuencias a lo largo del gradiente, las cuales se
agruparon en 223 OTUs al 97% de similitud. En la parcela agricola se registré la mayor
cantidad de OTUs (92), seguida por el sitio conservado con 84 y la menor riqueza de OTUs

(59) correspondié a la parcela abandonada (Figura 1).

Se determind que los tres sitios del gradiente comparten 4 OTUs, los cuales se
asignaron  taxondmicamente a proteobacterias de las clases Rhizobiales,
Pseudomonadales, Burkholderiales y Xanthomonadales. Ademas se identificé que Ia
parcela abandonada comparte 2 OTUs con cada uno de los sitios restantes; los OTUs que
tiene en comun con la parcela agricola asociaron al orden Actinobacteria y
Acidobacteriales, mientras que los OTUs compartidos con el sitio conservado
correspondieron a la clase Alphaproteobacteria de los drdenes Rhizobiales vy
Rhodobacterales. Finalmente, ningiin OTU se compartié Unicamente entre el sitio agricola

y el conservado (Figura 1.)

45



Abandonado 2 Agricola
51 86

0

Conservado
78

Figura 1. Diagrama de Venn en el cual se representa el niumero de OTUs Unicos y compartidos entre los
sitios del gradiente de manejo agricola.

Por medio del indice Bray-Curtis se determind la similitud entre la composicién de
la comunidad en los diferentes sitios. Las comunidades bacterianas del sitio conservado y
abandonado tuvieron mayor similitud entre si, mientras que la comunidad del sitio

conservado fue diferente de estas dos (Fig 2)

Agricola

Conservado

Abandonado

Figura 2. Similitud entre las comunidades de OTUs al 97% de los sitios del gradiente, basada en el
algoritmo de Bray-Curtis.

Resistencia y resiliencia

Con base en los indices de resistencia y resiliencia calculados se evalué el efecto

del manejo agricola en suelo del sitio conservado. Se determiné que los atributos del
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suelo analizados tienen una resistencia minima al disturbio provocado por las actividades
agricolas, dado que los valores del indice son negativos o cercanos a 0, a excepcion del

NODy el pH este Ultimo fue la variable con el valor de resistencia mas alto (Tabla 7).

En cuanto a los valores de resiliencia del sistema después a 30 afos del abandono
de la actividad agricola, se encontré que los nutrientes en la biomasa microbiana, el POD,
COD y NH4" muestran una tendencia a retornar a su estado original. Sin embargo,
ninguna de las variables tuvo un valor de resiliencia de 1, es decir ninguna de las variables
analizadas ha regresado a sus condiciones originales a 30 afios de la suspension de las

practicas agricolas (Tabla 7).

Tabla 7. Media (error estandar) de los valores resistencia y resiliencia de las

variables biogeoquimicas y la actividad de la fosfomonoesterasa.

Variable Resistencia Resiliencia
Humedad 0.18 (+0.02) 0.13 (+0.03)
pH 0.88 (+0.01) 0.20 (0.12)
cobD -0.81 (+0.06) 0.61 (+0.06)
NOD 0.54 (+0.08) -0.28 (+0.18)
POD -0.84 (+0.04) 0.81 (+0.06)
NH;" 0.04 (+0.15) 0.42 (+0.16)
NOs -1.00 (+0.00) -0.57 (0.03)
PO, 0.08 (+0.02) -0.04 (0.02)
Cmic -0.43 (+0.09) 0.56 (+0.13)
Nmic -0.45 (z0.16) 0.56 (+0.15)
Pmic -0.28 (x0.17) 0.37 (£0.13)
Fosf -0.06 (0.10) 0.25 (x0.12)

COD: carbono organico disuelto, D-NH,": amonio disuelto, NOD: nitrégeno orgéanico
disuelto, POD: fésforo organico disuelto, NH,: amonio disponible, NOj: nitratos
disponibles, PO,: fdsforo inorgdnico disponible, Cmic: carbono microbiano, Nmic:
nitrégeno microbiano, Pmic: fésforo microbiano, Fosf: fosfomonoesterasa
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Discusion

Analisis general del efecto del cambio de uso de suelo provocado por el cultivo de alfalfa

El gradiente analizado en este trabajo representa el cambio de uso de suelo
provocado por el desarrollo agricola en el valle de Cuatro Ciénegas, de esta manera los

sitios que integran el gradiente presentaron coberturas vegetales diferentes.

El sitio conservado es un pastizal haldfilo, se ha establecido que en ecosistemas
con este tipo de vegetacién la disponibilidad de agua y nutrientes son los principales
factores que limitan el crecimiento de las plantas (Jamieson et al., 1998). La produccion de
la alfalfa para forraje por medio de agua rodada ha provocado el cambio de la cobertura
vegetal natural, sustituyendo principalmente los pastizales por alfalfares en el valle de

Cuatro Ciénegas (CONANP, 2007).

La alfalfa es una leguminosa perenne, por lo que el manejo se caracteriza por el
corte de la biomasa area de la planta para ser utilizada como forraje, mientras que las
raices permanecen en crecimiento continuo. Por esta razén, los cultivos de leguminosas
perennes requieren poca labranza del suelo, generando asi un mayor contenido de
carbono orgénico total (COT) en el suelo en comparacion con los cultivos anuales (Bell et
al., 2012; Franzluebbers, 2009; Sainju y Lenssen, 2011). Adicionalmente, se ha reportado
un incremento en la biomasa y actividad de los microorganismos del suelo en los cultivos
de leguminosas en comparacion con los cultivos anuales; esto se debe al crecimiento
continuo de raices, a las entradas de C via rizodeposicién y a las condiciones de poco

disturbio en el suelo (Sainju y Lenssen, 2011).

En zonas aridas, la cantidad de agua que se evapora es mucho mayor a la que
entra al sistema por precipitacién (Barica, 1972; Laity, 2008). Esta caracteristica
desencadena un proceso, llamado iluviacion, en el cual el agua se mueve por capilaridad a

través del perfil del suelo, provocando que las sales solubles se acumulen en la superficie
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del mismo (Li et al., 2009; Pan et al., 2012; Rietz y Haynes, 2003). El exceso de sales en el
suelo, interfiere con el crecimiento de las plantas y por lo tanto, afecta su productividad
(Chhabra, 2004). Debido a la degradacion del suelo provocada por el proceso de
salinizacién, los sistemas de cultivo requieren de grandes entradas de fertilizantes para
mantener cosechas rentables (Paz et al.,, 2006). En los alfalfares del ejido de Cuatro
Ciénegas, el proceso de salinizaciéon del suelo se acelera debido a la irrigaciéon por
inundacidén que reciben los cultivos y a las condiciones climaticas, de esta manera la
salinizacién de los suelos agricolas provoca la disminucion de la fertilidad de las parcelas y

el posterior abandono de las mismas.

Previamente se sefiald que una de las consecuencias principales del cambio de uso
de suelo agricola es la disminucién del COT del suelo, mientras que la suspension de las
practicas agricolas promueve un aumento de COT. En el gradiente de manejo se identificé
una tendencia opuesta, el sitio conservado presentd una concentracion de COT (mg/g) de
5.9 (Montiel-Gonzélez, 2011), mientras que la parcela de alfalfa tuvo 21.7 (Beltran-Paz en
prep.) y en el suelo de la parcela abandonada se reportd una concentracion de 8.2

(Martinez-Piedragil, 2013).

La transformacién del sitio conservado a agricola provocd un aumento del 267% en
la concentracién de COT en el suelo. Es posible que el aumento de COT se deba a que las
practicas de manejo que realizan en la parcela agricola incluyen poca labranza y utilizacion
de fertilizantes orgdnicos (MclLauchlan, 2006). Ademads, en zonas aridas la escasa
precipitacién provoca una distribucidon de vegetacidon natural dispersa y concentrada en
parches, lo que limita la entrada de MO al suelo; mientras que en los cultivos agricolas, el
proceso de irrigacion y la fertilizacion promueven una vegetacién homogénea, la cual
genera mayores entradas de C al suelo, aun a pesar de la recoleccién de cosechas (Li et al.,

2009; Yang et al., 2013), sobre todo en cultivos perennes como la alfalfa.

Por otra parte, con el abandono de la actividad agricola se generé una disminucion
del 62% en la fraccion de COT. La pérdida de COT se puede atribuir a que la productividad

del sistema agricola depende de grandes entradas de fertilizantes y agua por lo que al
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detener las entradas de insumos el sistema agricola no puede mantener sus condiciones
de fertilidad y por una reduccidon en la cobertura vegetal. En la parcela abandonada,
solamente el 30% del suelo tiene vegetacion, lo cual reduce la entrada de MO al suelo.
Finalmente, el sitio abandonado tiene 38% mas COT que el pastizal natural, el incremento

se puede considerar como un legado del manejo agricola previo (MclLauchlan, 2006).

Dindmica de C, N y P en un gradiente de manejo agricola

Las practicas agricolas como la irrigacién, labranza, rotacion de cultivos uso de
pesticidas y aplicacion de fertilizantes modifican las caracteristicas del suelo y en
consecuencia, inducen cambios en la dinamica de nutrientes. En el gradiente de manejo
analizado en este trabajo, la humedad y el pH son variables que explican un porcentaje
alto de la varianza entre los tres sitios. Como se esperaba, el suelo de la parcela agricola
presenté el porcentaje de humedad mas alto, debido al riego por inundacién.
Adicionalmente, se identificd un proceso de acidificacion en el suelo de la parcela agricola,
el cual se puede atribuir principalmente a tres factores: el uso de fertilizantes quimicos, la
lixiviacién de las sales y el tipo de cultivo (Chesworth, 2008). La utilizacion de fertilizantes
nitrogenados promueve el proceso de nitrificacion en el cual se libera H* y en
consecuencia disminuye el pH (Moore et al., 2000). Asi mismo, el riego continuo provoca
gue las sales acumuladas en los horizontes superficiales del suelo se lixivien a horizontes
profundos reduciendo asi los cationes alcalinos, tales como Ca* y Mg". El cociente C:N en
el sitio conservado fue 59 (Montiel-Gonzalez, 2011) y en agricola 9.3 (Beltran-Paz, en
prep.), lo cual indica que la alfalfa se encuentra extremadamente enriquecida de N. De
esta manera, la vegetacién del sitio agricola retorna mas N al suelo, lo cual puede generar
un incremento en el proceso de nitrificacién y por lo tanto un exceso de cargas positivas

(H") que acidifican el suelo.

En los sitios sin manejo agricola actual el pH es alcalino, lo cual es caracteristico de

suelos calcdreos, mientras que el porcentaje de humedad es bajo en comparacion con la
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parcela agricola. En ecosistemas aridos, la humedad del suelo depende en gran medida
de la precipitacion, la cual fue de 36 mm en el afio del muestreo (Montiel-Gonzalez,
comunicacion personal). Esta cantidad equivale al 15% de la precipitacién media anual. La
definicion de sequia de la FAO (2007) propone que este proceso sucede cuando la
cantidad de precipitacion estd por debajo de la media, con base en esta definicién
podemos sugerir que el sistema se encontraba en un periodo de sequia al tiempo de
muestreo. Lo anterior puede explicar que los valores de humedad del sitio conservado y
abandonado sean menores a los reportados previamente para estos sitios (Martinez-

Piedragil, 2013; Montiel-Gonzalez, 2011).

La materia organica (MO) del suelo es la fuente principal de los nutrientes
esenciales para las plantas y los microorganismos (Paul, 2007), la estructura de la
vegetacion del ecosistema controla la cantidad, calidad y composicién de la MO (Kogel-
Knabner, 2002). En los ecosistemas aridos, la produccién primaria neta esta regulada por
la disponibilidad de agua, la cual depende de la estacionalidad de las lluvias, la
precipitacién media anual y la temperatura (Austin, 2011). Considerando el estado de
sequia en el que se encontraba nuestro sistema de estudio, podemos sugerir que tanto en
el sitio conservado, como en el abandonado, la productividad de las plantas y en
consecuencia el ingreso de MO, estuvo limitado por la baja disponibilidad de agua.
Mientras que en el sitio agricola, la irrigacién inhibid el efecto negativo de la sequia en la
productividad de las plantas y en las entradas de MO. Ademds, la utilizaciéon de abonos
organicos en esta parcela puede aumentar la incorporacién de MO y de esta manera,

generar un aumento en la concentracién de C organico (Vineela et al., 2008).

Para que la MO del suelo pueda ser utilizada por los microorganismos se requiere
del proceso de despolimerizacién, que se refiere a la fragmentacién de particulas
organicas complejas a compuestos sencillos de bajo peso molecular, este proceso esta
mediado por reacciones de oxidacion e hidrodlisis. Nuestros datos muestran una
correlacion positiva entre la humedad y las concentraciones de COD y POD en el suelo; lo

cual puede sugerir que en el sitio agricola, la mayor disponibilidad de agua permite la
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hidrdlisis de MO labil, mientras que en los sitios donde hay menor disponibilidad de agua

este proceso se restringe.

El COD es un sustrato de facil mineralizacion y se ha propuesto como un indicador
del C disponible para los microorganismos del suelo (Garcia-Orenes et al., 2010; Lundquist
et al., 1999). Se ha propuesto un mecanismo que describe cémo la disponibilidad de COD
puede regular la actividad de los microorganismos y las trasformaciones de N; en el cual la
disponibilidad de COD favorece la actividad de los heterétrofos que lo utilizan como
energia y son capaces de mineralizar NOD generando NH,", el cual queda disponible en la
solucién del suelo, y promoviendo la inmovilizacidon de N en biomasa microbiana. Por otro
lado, cuando el COD es limitante, se promueve el proceso de nitrificacién realizado por
microorganismos autotrofos, los cuales utilizan el NH," como fuente de energia, en esta

condicion disminuye la inmovilizacion de N (Montafio et al., 2007).

En el gradiente de manejo, el COD tuvo una correlacién positiva con el NH,"
disponible y el N microbiano. Lo anterior sugiere que en la parcela agricola, en donde se
encontré la concentracion mdas alta de COD, hay una mayor actividad de los
microorganismos heterdtrofos que pueden mineralizar el NOD para satisfacer sus
necesidades y producir NH," que queda disponible; ademas estas condiciones permiten
una mayor inmovilizacion de N en la biomasa microbiana. En los sitios limitados por COD,
se esperaba una mayor actividad de los microorganismos autdtrofos, la cual se reflejaria
en un aumento de NO3 como producto de la nitrificacidn. Sin embargo esta tendencia se
observé Unicamente en el sitio abandonado; mientras que en el sitio conservado no se
detectd NOs, a pesar de presentar la concentracién mas baja de COD en el gradiente. Sin
embargo, la concentracidn de N contenido en la biomasa microbiana del sitio conservado
fue mayor a la del sitio abandonado, lo cual indica que hay una mayor inmovilizacion de
este nutriente en el pastizal. El incremento de N inmovilizado puede estar asociado a una
mayor produccion de solutos, principalmente formados por aminoacidos como prolina,
glutamina y glicina, lo cual le permite a los microorganismos reducir su potencial hidrico y
asi evitar la deshidratacion en periodos de sequia (Belnap et al., 2005; Schimel et al.,
2007).
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Para que el P pueda ser adquirido por los microorganismos y las plantas necesita
estar en forma inorganica. El proceso de mineralizacidon de POD se lleva a cabo de manera
extracelular por medio de enzimas que catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster-fosfato,
conocidas como fosfatasas (Nannipieri et al., 2011). Las bacterias, hongos y plantas
pueden sintetizar fosfatasas y su producciéon puede depender de la demanda de P o de la

disponibilidad nutrientes, energia y agua (Allison y Vitousek, 2005).

La actividad de la fosfomonoesterasa correlaciond positivamente con el COD, POD
y la humedad, lo anterior puede sugerir que en el gradiente de manejo, la produccién de
esta enzima depende de la disponibilidad de energia y agua. De esta manera, la mayor
actividad de la fosfomoesterasa en la parcela agricola se debe a que existen las
condiciones necesarias para su produccién. Por otra parte, la baja actividad encontrada en
la parcela abandonada se puede deber a que las condiciones de energia y agua no son
aptas para la sintesis de la enzima y ademas la actividad de la enzima puede ser inhibida

por la extrema salinidad del suelo (Egamberdieva et al., 2011; Saviozzi et al., 2011).

A pesar de que la biomasa microbiana representa un porcentaje bajo de la MO del
suelo, tiene un rol importante en los ciclos biogeoquimicos, ya que actua
simultdneamente como fuente y almacén de nutrientes (Vineela et al., 2008). Los cambios
en el contenido de C orgdnico estan asociados con cambios en la biomasa microbiana y su
actividad en el suelo (Vineela et al., 2008; Wardle, 1992). En este trabajo encontramos una
correlacidn positiva entre el COD y los nutrientes contenidos en la biomasa microbiana
(Cmic, Nmic y Pmic), lo anterior puede sugerir que la disponibilidad de COD promueve el
crecimiento de los microorganismos principalmente heterétrofos, ya que lo utilizan como

fuente de energia.

A lo largo del gradiente de manejo, los cocientes C:N:P de la biomasa microbiana
fueron diferentes. El cociente del sitio conservado fue 42:5:1, el de la parcela agricola
100:33:1 y en la parcela abandonada fue 57:2:1. Con base en una revisiéon de las
concentraciones de Cmic, Nmic y Pmic en diversos ecosistemas naturales, Cleveland y

Liptzin (2007) propusieron que el cociente general C:N:P de la biomasa microbiana del
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suelo es 60:7:1; el cual es similar a los cocientes de los sitios sin manejo agricola, sin
embargo en la parcela cultivada con alfalfa se modifican completamente las relaciones
estequiométricas de los microorganismos. Lo anterior puede sugerir que el manejo

agricola modifica la manera en que las comunidades microbianas utilizan los nutrientes.

Composicion de la comunidad bacteriana en un gradiente de manejo agricola

Las comunidades bacterianas del suelo son de gran importancia en el
funcionamiento de los ecosistemas terrestres dado que regulan el ciclaje de nutrientes a
través de la descomposicion de la MO (Falkowski et al., 2008). Diversos factores bidticos y
abidticos pueden alterar la diversidad, actividad y abundancia de las bacterias del suelo.
Especificamente en regiones dridas, los principales factores son: la temperatura, la
radiacién UV, la vegetacion, la disponibilidad de nutrientes y agua (Andrew et al., 2012;

Clark et al., 2009; Cregger et al., 2012; Kim et al., 2013).

La transformacidon de los ecosistemas naturales a sistemas agricolas provoca
cambios en los factores bidticos y abidticos del suelo y de esta manera, se afecta a los
microorganismos y los procesos en los que intervienen (Garcia-Orenes et al., 2010). La
riqueza y composicion son atributos de la microbiota con los que se puede analizar el

efecto del manejo agricola.

Las curvas de rarefaccidn elaboradas para cada uno de los sitios del gradiente
mostraron que el nimero de secuencias analizadas fue insuficiente para abarcar la riqueza
total a nivel de OTUs al 3% de similitud, lo cual es comun en comunidades altamente
diversas e indica que se requiere una mayor intensidad de muestreo (Madsen, 2011).
Resultados similares fueron reportados en el trabajo de Lopez-Lozano et al. (2013), ya
gue tampoco pudieron describir la riqueza total de las bacterias del suelo en la regién
oeste del valle, a pesar de utilizar la metodologia de pirosecuenciacion, la cual permite la
determinacion de secuencias de ADN a gran escala (Madsen, 2011). Sin embargo, con

base en las diferencias entre las pendientes de las curvas de rarefaccién de cada uno de
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los sitios del gradiente y en el estimador de diversidad de Chao, podemos sugerir que la
riqueza de las bacterias se modifica con el cambio de uso de suelo provocado por el

manejo agricola.

Por ejemplo, la transicion del pastizal nativo a la parcela de alfalfa provocé
incremento en la riqueza de OTUs, lo cual se puede deber a un incremento en el nUmero
de nichos relacionado con la mayor abundancia de nutrientes y agua en el sitio agricola.
Esta tendencia se ha reportado previamente en comunidades microbianas de regiones
desérticas (Koberl et al., 2011; Wang et al., 2012). En la investigacién de Koberl et al.
(2011), el aumento de OTUs en las zonas agricolas es casi del doble en comparacion con el
desierto, nuestros resultados sugieren que el incremento en la riqueza de OTUs en el sitio
agricola del gradiente es mas discreto, esto se puede atribuir a que las comunidades
bacterianas en el valle de Cuatro Ciénegas son mas diversas que las observadas en otros
desiertos (Lopez-Lozano et al., 2012). Por otra parte, con el abandono de la actividad
agricola se observé una disminucién en la riqueza de la comunidad bacteriana que puede
estar asociada al estrés osmotico provocado por la extrema salinidad que restringe a los
organismos que pueden sobrevivir en este sitio, asi como la reduccién en la disponibilidad

de energia y nutrientes (Dilfuza y Wirth, 2011; Keshri et al., 2013).

El analisis taxondmico de la composicién de la comunidad bacteriana reveld que
los phyla presentes en el gradiente de manejo corresponden a grupos comunmente
encontrados en el suelo (Janssen, 2006). Ademads, las comunidades de los tres sitios
estuvieron dominadas por el phylum Proteobacteria, el cual agrupa bacterias con una gran
diversidad de estrategias metabdlicas (Madigan et al., 2008). La dominancia de esta
divisién se ha reportado previamente en comunidades bacterianas del suelo en zonas
cultivadas (Buckley y Schmidt, 2003; Chaudhry et al., 2012; Yin et al., 2010) y en desiertos
(Chanal et al., 2006). Dentro de este phylum se encuentran organismos que realizan
funciones claves en la dinamica de nutrientes. En los tres sitios se encontraron en
abundancia miembros de la clase Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria, la primera
incluye bacterias con la capacidad de fijar N, y en la segunda se encuentran las bacterias
nitrificantes (Madigan et al., 2008; L. Zhang y Xu, 2008). En la comunidad de la parcela
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abandonada presentd el mayor porcentaje de Betaprotobacterias, lo cual puede estar
asociado con la predominancia del proceso de nitrificacion en este sitio. Adicionalmente,
a lo largo del gradiente se identificaron bacterias con la capacidad de solubilizar P, tales
como: Pseudomonas, que se encuentran dentro de las Gammaproteobacteria, y bacterias

de la familia Alcaligenaceae.

El phylum Actinobacteria también fue dominante en las comunidades de los tres
sitios, este phylum incluye bacterias importantes en el ciclaje de C, ya que participan en la
descomposicidn de celulosa y quitinas. Sin embargo, en el sitio agricola la abundancia de
este phylum disminuyd. Acosta-Martinez et al. (2008) han sugerido que este puede ser un
cambio tipico en la composicidon de microbios cuando sucede la transformacién de pastizal
a sistema agricola. La disminucion de este phylum en el sitio agricola, puede estar
asociada al incremento en las concentraciones de COD y POD, ya que la ausencia de estos
organismos puede limitar la descomposicidn y en consecuencia generar una acumulacién

de estas fracciones.

Los cambios en la abundancia de ciertos grupos en las comunidades bacterianas de
los sitios del gradiente se pueden asociar a modificaciones en las caracteristicas del suelo
generadas por el manejo agricola. Por ejemplo, las Acidobacterias tuvieron una mayor
representacién en el la comunidad del sitio agricola, en el cual se registré el pH mas bajo
de los sitios del gradiente, trabajos previos han reportado que la mayor abundancia de
este grupo de bacterias ocurre en ambientes con pH acido (Jones et al., 2009; Yin et al.,
2010). Como se menciond en la seccidn anterior, el proceso de acidificacién del suelo en la
parcela agricola se da como consecuencia de las practicas de manejo utilizadas en la

produccidn de alfalfa.

Las costras bioldgicas del suelo, son comunidades formadas por la asociacién
bacterias, algas, y hongos, las cuales se encuentran en la capa superficial del suelo. Son de
especial importancia en las zonas aridas puesto que fijan tanto C como N y se ha
determinado que las Cyanobacterias son los organismos mas abundantes de estas

comunidades (Li et al., 2012). Ademas se ha demostrado que las costras tienen una alta
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resistencia a la sequia, altas temperaturas y radiacion, sin embargo, son muy sensibles a
los disturbios fisicos (Belnap, 2001). Por lo tanto, la ausencia del phylum Cyanobacteria en
el sitio agricola sugiere que las practicas de manejo, principalmente la labranza, provocan

la pérdida de la costra biolégica que domina normalmente en el suelo del desierto.

Como ya hemos mencionado ampliamente, el valle de Cuatro Ciénegas se
caracteriza por ser oligotrdfico razon por la que las bacterias han desarrollado estrategias
para hacer frente a la limitaciéon de P (Alcaraz et al., 2008; Tapia-Torres y Garcia-Oliva,
2013). Las bacterias del phylum Gemmatimonadetes se identificaron en los tres sitios del
gradiente, estos organismos tienen la capacidad de almacenar P en forma de
polifosfatatos (H. Zhang et al., 2003), lo cual les permite tener una fuente de P inorganico
para satisfacer sus necesidades metabdlicas (Dao, 2011). Adicionalmente, se identificaron
bacterias del género Bacillus y Arthrobacter, las cuales tienen la capacidad de sintetizar
fosfatasas, que permiten la mineralizacion de la fraccién de P organico (Nannipieri et al.,

2011).

El analisis de Bray-Curtis reveld que las comunidades bacterianas de los sitios
conservado y abandonado tienen una composicion similar, mientras que la composicién
de la comunidad en el sitio agricola difiere de estas dos. Esto probablemente se debe a
gue el manejo agricola cambia todas las condiciones ambientales y que la suspensioén del
manejo promueve la recuperacién de las algunas de las condiciones originales, por lo
tanto la comunidad bacteriana se asemeja mds al pastizal natural. El cambio en la
composicién de las comunidades bacterianas, del suelo generado por la conversion de los
ecosistemas a zonas agricolas se ha identificado previamente (Buckley y Schmidt, 2001,
2003; Ding et al., 2013; Wang et al., 2012) y se asocia a modificaciones de las propiedades

del suelo provocadas por las practicas de manejo.

El efecto del cambio de uso de suelo fue evidente en los grupos extremdfilos,
como es el caso del phylum Deinococcus-Thermus, que incluye bacterias con diferentes
adaptaciones como resistencia a la desecacién, radiaciéon ultravioleta, altas temperaturas

y concentracion de sales (Nienow, 2009). En este trabajo encontramos que este grupo se
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pierde con la transformacion del sitio natural al agricola, lo cual ha sido reportado (Koberl
et al., 2011); sin embargo, con el abandono de la actividad agricola éste grupo vuelve a
estar presente en el suelo. Esta recuperacién se debe a que las condiciones ambientales,

como la baja disponibilidad de agua y COD, son similares a las del pastizal natural.

Resiliencia y resistencia de propiedades del suelo de un pastizal haléfilo al cambio de
uso de suelo agricola

La capacidad del suelo de resistir a las diferentes perturbaciones, tanto naturales
como antropogénicas, depende de su estabilidad. La estabilidad tiene dos componentes:
la resistencia y resiliencia (Pimm, 1984). Estos componentes determinan si los suelos
pueden mantener su funcionamiento y sus caracteristicas bajo condiciones cambiantes, o
bien, si son vulnerables a procesos de degradacién (Lal, 1997).

Con base en la determinacion de indices, evaluamos la resistencia y resiliencia de
las propiedades biogeoquimicas del suelo de un pastizal natural al cambio de uso de suelo
provocado por el cultivo de alfalfa. Cada una de las propiedades biogeoquimicas
analizadas fue sensible al disturbio y después de 30 afos del abandono de la actividad
agricola, ninguna variable recuperd su estado original. Por lo tanto, el suelo del pastizal
tiene poca resistencia y resiliencia al cambio de uso de suelo agricola, siendo un sistema
fragil.

La estructura de la comunidad bacteriana del suelo del pastizal natural también se
modificé por el cambio de uso de suelo y después de 30 afios de abandono no recuperd su
condicidon original. Principalmente, se identificé una disminuciéon de la diversidad en la
comunidad de la parcela abandonada en comparacion con la del sitio conservado, de
acuerdo con la teoria del seguro (Loreau et al., 2002), las comunidades menos diversas
tienen una menor capacidad de resiliencia.

Se ha establecido que la resiliencia del suelo depende de sus caracteristicas previas
al disturbio (Blanco-Canqui y Lal, 2010). Por ejemplo, tienen mayor resiliencia los suelos
gue cuentan con contenidos altos de MO. Ademas, los suelos de climas humedos tienen
una mayor capacidad de recuperacién a los disturbios, en comparacion con los suelos de

climas secos. Esto es debido a que los suelos de zonas secas tienen disponibilidad de agua
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por periodos cortos de tiempo y por tanto, se reduce la velocidad de la transformacién de
los nutrientes en el suelo. Adicionalmente, la cobertura vegetal también influencia la
resiliencia de los suelos, ya que funciona como proteccién a los procesos de erosion
(Blanco-Canqui y Lal, 2010). Considerando lo anterior, la fragilidad del pastizal analizado
estd asociada a su condicidon de ecosistema desértico. De esta manera, este sitio tiene una
mayor susceptibilidad a la degradacidn del suelo en comparacidn con otros ecosistemas,
por ejemplo, los bosques tropicales que presentan una mayor precipitacidon y cobertura

vegetal.

Modelo de la dinamica de C, Ny P y composicidon de la comunidad microbiana en un
gradiente de manejo

En el sitio agricola, las practicas de manejo, como el riego y la utilizacion de
fertilizantes, generan condiciones de mayor disponibilidad de agua y nutrientes (COD vy
POD) en el suelo, las cuales favorecen la actividad de los microorganismos heterdtrofos.
De esta manera, se promueve el proceso de mineralizacion e inmovilizacién de N en la
biomasa microbiana; asi como la mineralizacion de POD que estd mediada por la

fosfomonoesterasa (Fig 3).

Los sitios sin manejo agricola actual presentaron condiciones limitantes de agua,
nutrientes y energia. En la parcela abandonada, estas condiciones promueven la actividad
de los microorganismos autétrofos que llevan a cabo la nitrificacion, lo cual se refleja en la
mayor concentracion de NO3" y en el alto porcentaje de Betaproteobacterias encontradas
en la comunidad bacteriana del suelo. Por otra parte, en el sitio conservado no se
identific6 NOs, a pesar de que hay una baja disponibilidad de COD. Sin embargo, la
concentracién de N contenido en la biomasa microbiana, sugiere que hay una mayor
inmovilizacién de este nutriente. De esta manera, en el sitio abandonado hay una mayor
susceptibilidad a la perdida de N, a través de procesos de lixiviacion o desnitrificacién.
Mientras que en el sitio conservado se genera un mecanismo de proteccién de N. A pesar

de que la mayoria del afio el suelo estd seco, la pérdida de NO3™ por lixiviacidn se presenta
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en los pulsos intensos de lluvia, lo cuales son pocos frecuentes en el aiio (C. Montiel, com.
Pers.). Sin embargo, estos pulsos pueden favorecer la reduccion del N en el suelo a lo largo

de 30 afios de abandono.

La fosfomonoesterasa cataliza la mineralizacion del P organico, esta enzima es
producida principalmente por los microorganismos. En las comunidades bacterianas de los
tres sitios del gradiente se identificaron bacterias con la capacidad de sintetizar fosfatasas
del género Bacillus. Mientras que el género Arthrobacter, se encontrd Unicamente en los
sitios sin manejo agricola actual. Las diferencias en la actividad de la fosfomonoesterasa,
estdn asociadas a la disponibilidad de energia y agua de cada sitio. Ademas sugerimos que
la actividad de esta enzima es inhibida por el contenido de sales en el suelo de la parcela

abandonada.

La principal entrada de N a los ecosistemas se da por medio de la fijacion biolégica
de N, que es realizada por grupos de bacterias. En el sitio conservado se identifico la
presencia Cyanobacterias, las cuales tienen la capacidad de fijar N. En este sitio también
se encontrd Azospirillum, que es una bacteria fijadora vida libre asociada a la rizésfera de
pastos de la familia Poaceae, como es el caso de Sporobolus. En el sitio agricola, la
principal fuente de N, estd representada por la fertilizacion quimica. Sin embargo, también
se encontraron bacterias fijadoras de vida libre como Bacillus, y posiblemente bacterias
simbiontes del orden Rhizobiales. Finalmente, en la parcela abandonada Unicamente se

identificaron fijadoras de vida libre.

La comunidad microbiana presento diferencias a lo largo del gradiente, en primer
lugar se encontraron diferencias en los cocientes C:N:P de la biomasa microbiana, lo cual
indica que el manejo agricola modifica la utilizacién de nutrientes por parte de los
microorganismos. Adicionalmente, se identificaron diferencias en la composicién de Ila
comunidad bacteriana del suelo, sin embargo la presencia del phylum
Gemmatimonadetes en los tres sitios, lo cual puede sugerir que en los tres sitios hay una

limitacion por P.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que en el valle de Cuatro
Ciénegas, las practicas agricolas asociadas al cultivo de alfalfa alteran la composicién de la

comunidad bacteriana y la dindmica de C, Ny P en el suelo.

Las prdcticas agricolas relacionadas con el cultivo de alfalfa generan una mayor
disponibilidad de energia y agua en el suelo, lo cual promueve la actividad de
microorganismos heterétrofos y los procesos de mineralizaciéon, como la actividad de la

fosfomonoesterasa, y la inmovilizaciéon de nutrientes.

Los sitios sin manejo agricola estan limitados por energia y agua. En estas
condiciones, las comunidades microbianas desarrollan dos estrategias. En el sitio
abandonado se promueve la actividad de los microorganismos autotrofos, con lo que
aumenta la nitrificacién y por lo tanto, el N es vulnerable a perderse del sistema. Mientras
gue en el sitio conservado aumenta la inmovilizaciéon de N en la biomasa microbiana y de
esta manera la permanencia del N en el sistema. En ambos sitios, estas condiciones

limitan la actividad de la fosfomonoesterasa.

El cambio de uso de suelo provocado por la actividad agricola induce cambios en la
dindmica de nutrientes y en la composicién de la comunidad bacteriana del suelo.
Después de 30 afios del abandono de la actividad agricola el suelo no puede recuperar

totalmente sus condiciones naturales.
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