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RESUMEN 

 

La siembra directa (SD) con rotación de cultivos surgió como respuesta a los problemas de 

degradación de suelos ocasionados por la intensificación agrícola. En este sistema los cultivos de 

cobertura invernales (CCI) se utilizan para complementar los efectos de la SD durante la época de 

barbecho, por los múltiples servicios ecosistémicos que proveen al agroecosistema. Si bien se han 

demostrado efectos positivos de los CCI sobre las propiedades físico-químicas del suelo, se conoce 

relativamente poco sobre las respuestas del microbioma de suelo y plantas ante la introducción de CCI 

y manejos asociados. En particular, el crecimiento de los CCI se finaliza con aplicación de herbicidas o 

labores mecánicas antes de la siembra del cultivo de cosecha. Estas prácticas producen un efecto 

sobre el metabolismo de las plantas que se refleja en la exudación radical e incide sobre las 

interacciones entre planta y microorganismos. Los CCI pueden actuar como “puentes verdes”, es decir 

como hospedadores de microorganismos benéficos o patógenos que colonizarán al cultivo de cosecha 

sucesor. Por lo tanto, la hipótesis planteada en la tesis fue que los métodos utilizados para finalizar los 

CCI afectan el microbioma rizosférico al modificar el tipo y la cantidad de exudados radicales, lo que 

podría incidir a su vez sobre el microbioma rizosférico del cultivo sucesor y el desarrollo del mismo. Los 

objetivos específicos fueron: 1) evaluar el efecto combinado de la fertilización con nitrógeno (N) y el 

método de finalización de avena (Avena sativa L.) como CCI, sobre la composición de los exudados 

radicales de avena, la estructura de la microbiota en general y la abundancia de las poblaciones 

responsables del ciclo del N y degradadoras de fosfonatos, en un ensayo en invernáculo; 2) analizar el 

impacto de la introducción del CCI y el método de finalización del mismo, previo a la siembra de girasol 

(Helianthus annuus L.) en la rotación, sobre los indicadores mencionados anteriormente; 3) como así 

también la performance de girasol y la estructura de la comunidad bacteriana de su rizosfera en un 

ensayo a campo durante dos campañas agrícolas.  

Se observó que los métodos de finalización modificaron el perfil de exudación de la avena, no así 

la fertilización con N. Las bacterias oxidantes del amoníaco no respondieron a la fertilización con N en 

el tratamiento con glifosato (DQ) mientras que las arqueas oxidantes del amoníaco fueron más 

abundantes en la rizosfera de plantas cortadas (CM), independientemente del tratamiento de 

fertilización. El tratamiento DQ redujo la abundancia de Curvibacter en la rizosfera del CCI mientras 

que favoreció a miembros de la familia Verrucomicrobiaceae tanto en invernáculo como en campo. 

Ambos métodos de finalización utilizados sobre el CCI a campo (DQ y rolado, R) redujeron la 

abundancia de Novosphingobium en la rizosfera de avena y así como en la de girasol, mientras que R 

afectó negativamente los parámetros de crecimiento del girasol. Esta información podría contribuir a 

generar estrategias de manejo más sustentable para los CCI.  
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ABSTRACT 

 

Crop rotations deploying no-till (NT) systems emerged in response to soil degradation problems 

caused by agricultural intensification. Winter cover crops (WCC) are introduced to complement the 

effects of NT during the fallow season due to the multiple ecosystem services they can provide. Although 

WCCs have demonstrated positive effects on soil properties, relatively little is known about the 

responses of the soil and plant microbiomes to the introduction of WCC and their associated 

management. The termination of the WCC growth is required to allow planting of the cash crop and 

includes both mechanical (e.g., rolling or cut) and chemical methods. These termination methods affect 

the plant metabolism, resulting in variations in root exudation amount and composition, modifying 

interactions between plants and microorganisms. These rhizospheric microorganisms affect plant 

growth, development, nutrient uptake, and pathogen resistance. Furthermore, WCC can act as "green 

bridges" for beneficial or pathogenic microorganisms that may carry over to the next crop in the rotation. 

Therefore, I hypothesized that due to their described effects on rhizodeposition, WCC termination 

methods alter the rhizospheric microbiome of the WCC, potentially influencing the growth and 

development of the next crop and its rhizospheric microbiome as well. The specific objectives were to 

evaluate the combined effect of fertilization with nitrogen (N) and termination method of a WCC of oats 

(Avena sativa L.), on 1) the composition of root exudates of oat, the structure of the microbiota in 

general, and the abundance of the microbial populations responsible for the N cycle and phosphonate 

degraders; 2) the impact on the microbiota before planting the next crop in the rotation, sunflower 

(Helianthus annuus L.), as well as 3) the performance of sunflower and the structure of the rhizospheric 

bacterial community. Objective 1 was conducted in the greenhouse, while objectives 2 and 3 had a field 

setting over two successive growing seasons (2018 and 2019).  

The study showed that termination methods (DQ, chemical suppression; CM, mechanical cut; R 

mechanical rolled) changed the root exudation profile of oat, but N fertilization did not. Ammonia-

oxidizing bacteria did not respond to N fertilization in the glyphosate (DQ) treatment, while ammonia-

oxidizing archaea were more abundant in the rhizosphere of cut plants (CM), regardless of the 

fertilization treatment. The abundance of Curvibacter was reduced in the rhizosphere of DQ plants, while 

members of the Verrucomicrobiaceae family increased in the greenhouse and field assay under the 

same treatment. Termination with DQ or R reduced the abundance of Novosphingobium in the 

rhizosphere of both oat and sunflower. In addition, the suppression of oats' growth with R, negatively 

affected the growth parameters of sunflower. This information could contribute to generating more 

sustainable management strategies for WCC. 
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CAPÍTULO 1 

EFECTO DE LOS CULTIVOS DE COBERTURA INVERNALES SOBRE EL MICROBIOMA 

DEL SUELO: REVISIÓN SISTEMÁTICA DE LA LITERATURA 

 

Publicado en: Revista Argentina de Microbiología (2021). 

https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.008 

 

1. Introducción 

Históricamente, los cultivos de cobertura invernales (CCI) han sido una parte integral de los 

sistemas de producción agrícola (Scholberg et al., 2010). Sin embargo, debido a las innovaciones 

tecnológicas, se han dejado de usar muchas técnicas tradicionales utilizadas para mantener la fertilidad 

del suelo, incluido el uso CCI. A pesar de que las nuevas tecnologías hayan mejorado la productividad 

agrícola durante los últimos 60 años, esto trajo consigo problemáticas tales como la sobreexplotación 

o contaminación de los recursos hídricos, la erosión del suelo, la pérdida de la fertilidad, el aumento de 

malezas y plagas y la disminución de la biodiversidad (Scholberg et al., 2010). En este contexto, la 

agricultura de conservación, en particular el uso de la labranza cero o siembra directa (SD), surgió 

como respuesta a los problemas de degradación de suelos ocasionados por la expansión e 

intensificación agrícola (Hobbs et al., 2008). La SD combinada con rotación de cultivos se presenta 

como un sistema de manejo agrícola muy promisorio y sustentable (Pittelkow et al., 2015). Los CCI son 

recomendados para complementar los efectos de la SD durante la época de barbecho, entre dos 

cultivos comerciales (usualmente cultivos de verano).  

El término CCI no sólo hace referencia a proteger los suelos contra la erosión, sino que también 

hay beneficios específicos de los CCI asociados con las especies utilizadas. Por ejemplo, las 

leguminosas aportan nitrógeno (N) extra al suelo por fijación biológica, favorecen el control de malezas 

y mejoran la estructura del suelo (Hartwig y Ammon, 2002; Reddy y Koger, 2004; Rochester y Peoples, 

2005; Campiglia et al., 2010), en tanto que las gramíneas producen una gran cantidad de biomasa, 

absorben nitratos residuales y los devuelven al suelo en forma N orgánico, reducen la erosión del suelo 

y compiten con las malezas invernales (Baraibar et al., 2018; Krueger et al., 2011; Restovich et al., 

2012; Zotarelli et al., 2009). Las crucíferas son también muy utilizadas por su potencial para reducir la 

compactación de suelos (Chen et al., 2014) y controlar patógenos y malezas (Haramoto y Gallandt, 

2004; Hossain et al., 2015). Frecuentemente, una mezcla de CCI se compone de especies de diferentes 

familias (generalmente leguminosas, gramíneas y crucíferas) con características funcionales 

diferentes. Los CCI multiespecies pueden aportar más beneficios que los CCI monoespecíficos 

(Blanco-Canqui et al., 2015). Por ejemplo, las mezclas de especies aumentan la producción de 

https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.008
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compuestos con efecto fungicida (Couëdel et al., 2018), la supresión de malezas (Smith et al., 2020) y 

pueden producir más o igual cantidad de biomasa y contenido de N que un cultivo monoespecífico 

(Thapa et al., 2018).  

En el sistema de SD, el crecimiento vegetativo de los CCI se suprime con herbicidas, con labores 

mecánicas (por ejemplo, corte o rolado) o con una combinación de los dos métodos (por ejemplo, 

glifosato + rolado) previo a la siembra del cultivo comercial, no son pastoreados, cosechados, ni 

incorporados al suelo por labranza (Alvarez et al., 2017; Baigorria et al., 2019; Rimski-Korsakov et al., 

2015; Shackelford et al., 2019). El método de supresión que más se utiliza es el control químico, a 

través del empleo de distintos principios activos según la especie en cuestión y los cultivos que siguen 

en la rotación. El glifosato [N-(fosfonometil)glicina] es el herbicida más utilizado con esta finalidad.  

A nivel mundial, el consumo anual de glifosato se estima en 8,6 millones de toneladas, liderado 

por Estados Unidos, Argentina y Brasil (Benbrook, 2016). Es un herbicida sistémico, no selectivo, de 

amplio espectro que se aplica durante el barbecho y/o el crecimiento del cultivo comercial resistente 

(GR o RR), pero más recientemente se está empleando para suprimir el crecimiento vegetativo de los 

CCI (Cuhra et al., 2016; Ortega y Salamone, 2017). El uso de glifosato en Argentina ha aumentado 

significativamente desde 1996 a 2014, llegando a aplicarse 3-4 kg del ingrediente activo (IA) por 

hectárea (Bøhn y Millstone, 2019). Estas dosis representan el doble de las recomendadas en la mayoría 

de los ensayos a campo, es decir, 1,72 kg ha-1 de IA (Duke et al., 2018).  

Los CCI también pueden ser finalizados por métodos que no emplean agentes químicos como el 

corte o el rolado. El corte ha sido uno de los métodos más comunes utilizados por los agricultores para 

finalizar mecánicamente los CCI. Éste consiste en cortar el CCI en su base para formar un manto 

superficial de residuos (mulch) (Creamer y Dabney, 2002). El rolado se realiza con un rolo que consiste 

de un cilindro hueco, el cual puede ser lastrado con agua para conseguir una mayor eficiencia de 

trabajo, de 30 a 60 cm de diámetro y lleva abulonado helicoidalmente o en forma recta cuchillas de 8 a 

10 cm de alto y sin filo, daña el tejido vascular de las plantas y provoca el secado sin cortar ni arrancar 

los tallos, sino mellándolos y minimizando los riesgos de rebrote (Creamer y Dabney, 2002). A 

diferencia del corte, el rolado permite que el residuo del CCI se deposite uniformemente sobre la 

superficie del suelo y se descomponga más lentamente, mejorando así la supresión de malezas 

(Creamer et al., 1995; Dorn et al., 2013). El rolado se ha utilizado durante muchos años en el sur de 

Brasil y Paraguay para la finalización de los CCI en sistemas de labranza conservacionista (Ashford y 

Reeves, 2003). Sin embargo, en Argentina es una alternativa poco utilizada por los productores 

agrícolas.  

Diferentes especies de CCI pueden ser suprimidas mecánicamente, pero la susceptibilidad a esta 

técnica depende de su estado fenológico. Por ejemplo, en centeno (Secale cereale L.) el período más 

recomendado para el secado es durante la antesis (Z6.1) ya que en esta etapa se minimizan los riesgos 
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de rebrote, mejora la infiltración de agua y la supresión de malezas (Mirsky et al., 2009). El empleo de 

los CCI junto con el secado mecánico de los mismos permite disminuir la utilización de herbicidas y, 

por consiguiente, reducir el impacto ambiental comparado a un manejo tradicional (Baigorria et al., 

2019). 

Dada la importancia de los CCI como práctica de manejo sustentable tanto para la conservación 

y mejora de la calidad del suelo como para la retención de nutrientes, es importante dilucidar los efectos 

de la introducción de los cultivos en la rotación sobre la salud del suelo. La “calidad” del suelo ha sido 

definida como la “capacidad del suelo de funcionar en forma continuada como un sistema vital viviente 

de acuerdo con los límites de los ecosistemas y de manejo de la tierra, de sustentar la productividad 

biológica, promover la calidad del aire y del agua, y mantener la salud animal, humana y de las plantas” 

(Doran y Zeiss, 2000). Más recientemente, se ha introducido también el concepto de suelo saludable 

como parte del concepto de calidad del suelo, definiéndose al mismo como un sistema estable con 

altos niveles de diversidad biológica, actividad, ciclado de nutrientes y resiliencia ante distintos 

disturbios (Van Bruggen et al., 2006). La calidad del suelo puede ser estimada y cuantificada a través 

de la evaluación de parámetros físicos, químicos, bioquímicos y biológicos (Bünemann et al., 2018). 

Los parámetros físicos y químicos de suelo han sido ampliamente evaluados como indicadores de 

calidad (Arshad y Coen, 1992; Schoenholtz et al., 2000), mostrando sensibilidad a los cambios, pero al 

ser más estables, las modificaciones como resultado de los disturbios son detectados en el mediano a 

largo plazo. Dentro de las propiedades físicas del suelo se destacan: capacidad de almacenamiento 

del agua, estructura, densidad aparente, estabilidad de agregados, infiltración, profundidad del suelo, 

conductividad hidráulica y porosidad. Entre los indicadores químicos, los de uso más frecuente son: 

materia orgánica (MO)/ carbono (C), pH, disponibilidad de macro y micronutrientes, conductividad 

eléctrica, capacidad de intercambio de catiónico, sodicidad y salinidad. Entre los parámetros biológicos, 

los microorganismos del suelo y sus funciones han sido reconocidos como componentes integrales de 

calidad del suelo dado que están involucrados en procesos claves que permiten mantener las funciones 

del suelo, como la formación de la estructura, la descomposición de la MO, el ciclado de nutrientes y la 

degradación de contaminantes (Barrios, 2007; Zabaloy et al., 2008; Cuhra, 2018; Wang et al., 2019; 

Lehmann et al., 2020). Además, son capaces de responder rápidamente a perturbaciones externas 

dado que por su alta relación superficie: volumen establecen una íntima relación con el entorno (Bastida 

et al., 2008; Sharma et al., 2010; Zabaloy et al., 2011). Por lo tanto, los indicadores microbianos se 

utilizan para monitorear la calidad del suelo por ser sensibles a factores ambientales, prácticas de 

manejo, tipo de suelo y especies vegetales (García-Orenes et al., 2010; Gonzalez-Quiñones et al., 

2011; Marinari et al., 2015;  Allegrini et al., 2019; de Graaff et al., 2019). Los indicadores microbiológicos 

pueden ser clasificados en tres grupos de acuerdo a la información que ellos proveen: 1) abundancia 

microbiana, definida como el componente vivo de la MO del suelo: incluye medidas de C y N de la 
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biomasa microbiana (BM), unidades formadoras de colonias (UFC), ácidos grasos fosfolipídicos 

(PLFA), abundancia de grupos filogenéticos específicos (PCR-cuantitativa); 2) actividad microbiana: 

indicadores de respiración microbiana, actividad enzimática, nitrificación potencial; 3) diversidad y 

composición microbiana, definida como el número de diferentes taxones (riqueza) y la abundancia 

relativa de los diferentes grupos (equitatividad o evenness) (Kennedy y Smith, 1995): análisis de perfiles 

fisiológicos a nivel de comunidad (CLPP) para estudiar la diversidad funcional microbiana, índices de 

diversidad α [índice de Shannon (H’), el recíproco del índice de Simpson (1/λ), índice de equitatividad 

de Shannon (EH), número de unidades taxonómicas operativas (OTUs) observados e índice de Chao-

1] y diversidad β de hongos y bacterias.  

Numerosos estudios han analizado los efectos de los CCI sobre el microbioma del suelo, 

reportando aumentos en la biomasa microbiana (Balota et al., 2014), actividad enzimática (Hontoria et 

al., 2019) y diversidad fisiológica (Chavarría et al., 2016a). En tanto, un reciente metanálisis publicado 

por Alvarez et al., (2017) reporta interesantes resultados para la región pampeana en cuanto a la 

introducción de CCI en rotación con soja o maíz. En ese estudio observaron que tanto las propiedades 

físicas y químicas de los suelos mejoraban en general, mientras que el rinde de maíz también aumentó 

significativamente con el uso de CCI leguminosas. Sin embargo, este estudio no evaluó los efectos de 

los CCI sobre las propiedades microbianas del suelo, por lo cual resulta necesaria una revisión sobre 

este tema. 

Hay varios metanálisis sobre temas similares, pero algunos de estos estudios no son específicos 

de CCI, se limitan a un grupo taxonómico en particular o evalúan sólo algunos parámetros microbianos 

(McDaniel et al., 2014; Venter et al., 2016; Bowles et al., 2016; Daryanto et al., 2018; Hallama et al., 

2019) . En el metanálisis realizado por Bowles et al., (2016) informaron efectos positivos de los cultivos 

de cobertura (CC) sobre la colonización microbiana de las raíces de cultivos de verano, pero estudiaron 

sólo los hongos micorrícicos arbusculares (HMA). McDaniel et al., (2014) en su metanálisis analizó el 

efecto de la rotación de cultivos y el manejo sobre la dinámica de la MO del suelo y encontraron que la 

rotación de cultivos, especialmente aquellas que incluyeron CC, mantuvieron la calidad y productividad 

del suelo aumentando el C y N total y la biomasa microbiana (CBM y NBM). Otro metanálisis reportó 

que la diversidad de cultivos en rotación aumentó la riqueza y diversidad microbiana del suelo (Venter 

et al., 2016). Sin embargo, ninguno de estos dos trabajos citados investigó específicamente sobre CC.  

El reciente metanálisis realizado por Kim et al., (2020) fue el primero en estudiar el impacto de 

los CC sobre el microbioma edáfico. Los autores reportaron que los CC tienen efectos significativos en 

comparación con los barbechos desnudos, incrementando en promedio los parámetros de abundancia, 

actividad y diversidad microbiana (Kim et al., 2020). Sin embargo, este metanálisis incluyó trabajos 

sobre abonos verdes (es decir, cultivos que se incorporan al suelo por labranza) y no son considerados 

como CCI en la presente revisión.  
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Entender la relación entre los CCI y la comunidad microbiana del suelo es fundamental debido a 

la influencia que tienen sobre la productividad del cultivo comercial y el beneficio para el 

agroecosistema. Los CCI pueden afectar su microbioma rizosférico y del cultivo sucesor al cambiar las 

características del suelo (por ejemplo, pH, temperatura y humedad), además ofrecen sustratos 

orgánicos adicionales a través de la entrada de residuos vegetales y la rizodeposición (Castellano-

Hinojosa y Strauss, 2020). Algunos autores han reportado que los CCI mejoran ciertos parámetros 

micorrícicos indicativos de abundancia en la rizosfera del cultivo sucesor (García-González et al., 2016, 

2018; Hontoria et al., 2019). Sin embargo, estos trabajos se limitaron a estudiar sólo a un grupo 

taxonómico en particular (HMA). Por lo que, se necesita más información primaria del efecto de los CCI 

sobre otros grupos rizosféricos.  

La rizosfera es un área del suelo de particular relevancia para el estudio de los efectos de las 

prácticas de manejo aplicadas a los CCI debido a que es un lugar clave para la vida de muchos 

microorganismos y los procesos que ellos desempeñan, y se caracteriza por ser el hábitat de un 

elevado número de organismos con altas tasas de actividad (“hotspots‟) (Kuzyakov y Blagodatskaya, 

2015). La elevada actividad microbiana es consecuencia de la exudación de compuestos carbonados 

como azúcares solubles, aminoácidos o metabolitos secundarios. Se estima que alrededor del 11% del 

C fijado fotosintéticamente o el 27% del C asignado a las raíces se exuda a la rizosfera como azúcares 

solubles, aminoácidos o metabolitos secundarios, aunque este porcentaje puede variar según la 

especie vegetal, la edad y el estado nutricional de la planta (Vives-Peris et al., 2020). Estos exudados 

y otros rizodepósitos proveen nutrientes y modulan la actividad y composición microbiana en la rizosfera 

(Bais et al., 2006; Badri y Vivanco, 2009). Ésta es muy compleja tanto cualitativa como 

cuantitativamente, ya que puede contener más de 1011 células microbianas por gramo de raíz y 30.000 

especies de procariotas (Avis et al., 2008; Berendsen et al., 2012). Se ha reportado a los filos 

bacterianos Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria y Bacteroidetes, y de hongos Ascomycota y 

Basidiomycota como los más abundantes en la rizosfera (Trivedi et al., 2020; Bano y Zhang, 2021). El 

término "microbioma de la rizosfera" alude al conjunto de comunidades microbianas en estrecha 

relación con las raíces de la planta (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Por lo tanto, la diversidad de 

microorganismos presentes en la rizosfera cumpliría un rol importante en mejorar el crecimiento, 

desarrollo, nutrición y control de enfermedades en plantas, así como en su resistencia a estreses 

bióticos y abióticos (Kumar y Dubey, 2020; Ray et al., 2020).  

La rizodeposición se ve afectada cualitativa y cuantitativamente por una serie de factores bióticos 

y abióticos asociados con la planta y el suelo (Prashar et al., 2014). Es decir, el pH del suelo, salinidad, 

textura, humedad, contenido de MO, de nutrientes y prácticas de manejo como riego, labranza, cultivo, 

aplicación de fertilizantes y pesticidas, incorporación de residuos, etc., han sido reportados como los 

principales factores que afectan la composición microbiana en la rizosfera (Dey et al., 2012; Philippot 
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et al., 2013; Chaparro et al., 2014; Prashar et al., 2014; Su et al., 2021). Por ejemplo, Newman et al., 

(2016) observaron, mediante un estudio de secuenciación de amplicones del ARNr 16S, que la 

aplicación de glifosato aumentó la abundancia relativa del filo Proteobacteria (particularmente 

Gammaproteobacteria) en la rizosfera tanto de cultivos de soja como de maíz GR, mientras que 

disminuyó la abundancia relativa del filo Acidobacteria. Dado que los miembros de este grupo 

desempeñan funciones importantes en los procesos biogeoquímicos, se concluyó que dicha 

disminución podría conducir a cambios significativos en el estado nutricional de la rizosfera (Newman 

et al., 2016). Por otro lado, en un ensayo bajo condiciones controladas, evaluando la rizosfera de 

plantas sensibles a glifosato (Avena sativa L.) Allegrini et al., (2019) observaron una mayor abundancia 

del filo Betaproteobacteria y el género Mesorhizobium en la rizosfera de plantas tratadas con glifosato, 

mientras que el corte mecánico favoreció al filo Verrucomicrobia y al género Gaiella. Los efectos del 

glifosato sobre los microorganismos rizosféricos podrían ser directos, ya que el glifosato puede liberarse 

a la rizosfera o indirectos a través de cambios fisiológicos que experimentan las plantas durante el 

proceso de senescencia después de su aplicación (Neumann et al., 2006; Tesfamariam et al., 2009; 

Duke et al., 2012). 

Por tanto, esta revisión sistemática tiene como objetivo analizar el efecto que tiene la inclusión 

de CCI en suelos bajo un sistema de SD en rotación con cultivos de verano sobre la abundancia, 

actividad y diversidad microbiana del suelo vs. el barbecho desnudo, y a la vez, identificar aspectos del 

conocimiento que deberían explorarse para contribuir a un entendimiento más completo del tema. 

2. Métodos 

2.1. Criterios de selección  

En marzo de 2020, se realizó una revisión sistemática de literatura en las bases de datos 

disponibles online. Las palabras clave que se utilizaron para realizar esta búsqueda fueron una 

combinación de “cover crop*” y “microbial” o “microb*”. La búsqueda inicial se llevó a cabo en SCOPUS 

y arrojó un total de 464 artículos que fueron seleccionados por título y resumen. También se examinó 

la literatura citada en los estudios que cumplieron con nuestros criterios, y se expandió la búsqueda 

aún más con Google Scholar, ScienceDirect, AGRICOLA y Wiley Online Library. Los criterios que se 

adoptaron para incluir un artículo en este trabajo de revisión fueron: 1) ensayo de campo bajo SD, 2) 

presencia de tratamiento control (barbecho desnudo) y de al menos un tratamiento identificado como 

CCI, 3) nombre científico de las especies empleadas, 4) CCI no cosechados, incorporados ni 

pastoreados, 5) diseño experimental claramente descripto, 6) fecha de muestreo del suelo, 7) cultivo 

anual de verano como sucesor del CCI.  

Además, no se extrajeron datos de trabajos: a) que no informaran explícitamente la supresión de 

los CCI; b) parcelas que fueron inoculadas con patógenos, plagas o malezas; c) comparaciones en la 
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que una enmienda orgánica se agregó sólo a parcelas con CCI y no a parcelas con barbecho o 

viceversa. En los trabajos que compararon CCI con labranza convencional (LC) y SD sólo se consideró 

la comparación con SD.  A su vez, en los trabajos en los que compararon un tratamiento control sin 

CCI con varios CCI (multiespecie o monoespecífico), se analizó cada tratamiento CCI por separado 

versus el control. Después de aplicar estos criterios se retuvieron 22 trabajos (Tabla 1.1), que reportaron 

36 parámetros microbianos (Tabla 1.2). Este proceso de búsqueda se describe en la Figura 1.1 

mediante el diagrama PRISMA (Moher et al., 2009). 

En la Tabla 1.3 se muestran las especies de CCI que se utilizaron en los distintos trabajos. Entre 

los cultivos comerciales sucesores de los CCI se incluyeron: soja (Glycine max L. Merr), maíz (Zea 

mays L.), sorgo forrajero (Sorghum bicolor L.), girasol (Helianthus annuus L.) y algodón (Gossypium 

hirsutum L.). 

 

Figura 1.1. Diagrama PRISMA. 
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Tabla 1.1. Características principales de los ensayos seleccionados para revisión.  

Referencias País 

Cultivo de 
cobertura 
invernal 

(CCI) 
Tipo de 

supresión 

Cultivo 
de 

verano 
(CV) 

Duración 
(años) 

Momento de 
muestreo Parámetros microbianos 

Wagner et al., (1995) EE. UU. Ra, C, Vv Química  
Girasol, 

Soja  
1 

0,14, 35, 56 
DDS algodón 
y 0, 21, 42, 

77 DDS soja 

        UFC, NBM, FDA, 
arilsulfatasa, aril-acilamidasa, 

fosfatasa alcalina 

 

 

 

Reddy et al., (2003) EE. UU. Te, C Química  Soja 4 30 DDS CV 
UFC de bacterias y hongos 

cultivables, FDA 

 

 

Zablotowicz et al., (2007) EE. UU. Ra Química  Algodón  2 
Post-

supresión (30 
días) 

 UFC, FDA y aril-acilamidasa 
 

 

White y Weil, (2010) EE. UU. N, C Química  Maíz 2 Durante CV PCM de HMA 
 

 

Acosta-Martínez et al., (2010) EE. UU. C Química  
Sorgo, 

Algodón  
5 Cosecha CV 

CBM, NBM, FAME, β-
glucosidasa, α-galactosidasa 

y β-glucosaminidasa, 
fosfatasa alcalina, PDE, 

arilsulfatasa Chao-1 
(pirosecuenciación del gen 

del ARNr 16S) 

 

 

 

 

Zhou et al., (2012) Australia 
C, T, An, 

Vv, Ar, Mc, 
(C+Vv) 

Mecánica   <1 
Supresión 

CCI 

CBM, NBM, SIR, índice de 
Shannon e índice de 

equitatividad 

 

 

Tiecher et al., (2012) Brasil  
An, T, N, 

La, Vv 
Mecánica + 

química 
Soja, 
Maíz 

23 Floración CCI PBM y AP 
 

 

Locke et al., (2013) EE. UU. Tb, C Química  Algodón  6 
Post-

supresión 
(14-20 días)  

FAME, infección micorrícica y 
FDA 

 

 

Liang et al., (2014) EE. UU. Ar, Vv, Te 
Mecánica, 
química 

Maíz 1 Durante CV 
CBM, nitrificación potencial, 

β-glucosidasa y β-
glucosaminidasa 
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Balota et al., (2014) Brasil  
An, T, N, 

La, Vv 
Mecánica+ 

química 
Soja, 
Maíz 

23 Floración CCI 
CBM, NBM, qCO2, 

arilsulfatasa, AP, PT, PL, EE-
GRSP, T-GRSP 

 

 

Varela et al., (2014) Argentina A, C, Ra Química  Soja  6 

Durante CCI 
(otoño, 

invierno, 
primavera)  

SIR y FDA 

 

 

 

Mbuthia et al., (2015) EE. UU. T, Vv Química  Algodón  31 25 DDS CV 
CBM, NBM, FAME, RM, β-

glucosaminidasa 

 

 

Chavarría et al., (2016a) Argentina 
(A+N), 

(A+N+Vc) 
Química  

Soja, 
Maíz 

3 
Durante CV y 

Supresión 
CCI 

CLPP, FDA, DHA y RM 

 

 

 

Chavarría et al., (2016b) Argentina 
(A+N), 

(A+N+Vc) 
Química  

Soja, 
Maíz 

3 Durante CV CBM, FDA, DHA y FAME 
 

 

Frasier et al., (2016) Argentina 
C, Vv, 
(C+Vv) 

Química  Sorgo  3 Durante CV 
CBM, NBM, FAME, 

abundancia de hongos (ARNr 
18S) y bacterias (ARNr 16S)  

 

 

Zhou et al., (2016) Australia 
C, T, An, 

Vv, Ar, Mc, 
(C+Vv) 

Mecánica   1 
Post-

supresión 
CCI 

CBM y NBM 
 

 

García-González et al., (2016) España  Cb, Vv Química  
Girasol, 

Maíz  
7 

95 DDS 
girasol, 54 y 

69 DDS maíz  

LH, número de esporas de 
HMA, β-glucosaminidasa y la 

EE-GRSP  

 

 

 

Mukumbareza et al., (2016) Sudáfrica A, V, (A+V) Química  Maíz 2 
Post-

supresión (14 
días) 

CBM, β-glucosidasa, ureasa, 
DHA, arilsulfatasa, fosfatasa 

ácida y alcalina 

 

 

Chavarria et al., (2018) Argentina A+N+Vc Química  
Soja, 
Maíz 

11 Cosecha CV 

CBM, RM, FDA, AP, 
abundancia genes de hongos 

(ARNr 18S) y bacterias 
(ARNr 16S) 

 

 

Nevins et al., (2018) EE. UU. 
Vv, C, 
(Vv+C) 

Química  Maíz 1 41 DDS CV 

β-glucosidasa, secuenciación 
del gen del ARNr 16S, índice 
de equitatividad de Simpson 

y Chao-1 

 

 

 

García-González et al., (2018) España  Cb, Vv Química  Maíz 8 
21, 36, 52 y 
67 DDS CV 

LH, número de esporas, 
PCM de HMA y EE-GRSP 
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Hontoria et al., (2019) España  Cb, Vc Química  Maíz 10 28 DDS CV 

PCM, LH, CBM, β-
glucosidasa, ureasa, 

secuenciación del gen del 
ARNr 18S, riqueza (S’) y 
diversidad (H’) de HMA 

 

 

 
Cultivos de cobertura invernales= Avena (A), Centeno (C), Cebada (Cb), Trigo (T), Avena negra (An), Raigrás anual (Ra), Trébol encarnado (Te), Vicia 

común (Vc), Vicia villosa (Vv), Vicia (V), Lupino azul (La), Arveja (Ar), Trébol balansa (Tb), Nabo (N), Mostaza castaña (Mc). 

Parámetros microbianos= carbono de la biomasa microbiana (CBM), nitrógeno de la biomasa microbiana (NBM), fósforo de la biomasa microbiana (PBM), 

metil ésteres de ácidos grasos fosfolipídicos (FAME), unidades formadoras de colonias (UFC), porcentaje de colonización micorrícica (PCM), longitud de 

hifas (LH), número de esporas de hongos micorrícicos arbusculares (HMA), fracción fácilmente extraíble-proteína del suelo relacionada con glomalina 

(EE-GRSP), proteínas del suelo relacionadas con glomalina total (T-GRSP), polisacáridos lábiles (PL), polisacáridos totales (PT), deshidrogenasa (DHA), 

diacetato de fluoresceína (FDA), actividad fosfatasa ácida (AP), actividad de la fosfodiesterasa (PDE), respiración microbiana (RM), cociente metabólico 

(qCO2), actividad potencial nitrificante (APN), respiración inducida por el sustrato (SIR), perfiles fisiológicos a nivel de comunidad (CLPP), riqueza [número 

de OTUs observados (S’)],  índice de diversidad de Shannon (H’), riqueza de especies (Chao-1).  

DDS= días después de la siembra 
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Tabla 1.2. Parámetros microbianos medidos en los trabajos revisados. 

Parámetros microbianos de abundancia 

Carbono de la biomasa microbiana (CBM) 

Nitrógeno de la biomasa microbiana (NBM) 

Fósforo de la biomasa microbiana (PBM) 

Copias del gen ARNr 16S (bacterias totales) 

Copias del gen ARNr 18S (hongos totales) 

Metil ésteres de ácidos grasos fosfolipídicos (FAME) 

Unidades formadoras de colonias (UFC) 

Porcentaje de colonización micorrícica (PCM) 

Longitud de hifas (LH) 

Número de esporas de HMA 

Parámetros microbianos de actividad 

Fracción fácilmente extraíble-proteína del suelo relacionada con glomalina (EE-GRSP) 

Proteínas del suelo relacionadas con glomalina total (T-GRSP) 

Polisacáridos lábiles (PL) 

Polisacáridos totales (PT) 

Diacetato de fluoresceína (FDA) 

Deshidrogenasa (DHA) 

Actividad fosfatasa alcalina 

Actividad fosfatasa ácida (AP) 

β-glucosidasa 

β-glucosaminidasa 

Arilsulfatasa 

Ureasa 

Aril-acilamidasa 

α-galactosidasa 

Actividad de la fosfodiesterasa (PDE) 

Respiración microbiana (RM) 

Cociente metabólico (qCO2) 

Actividad potencial nitrificante (APN) 

Respiración inducida por el sustrato (SIR) 

Parámetros microbianos de diversidad 

Perfiles fisiológicos a nivel de comunidad (CLPP) 
Secuenciación del gen del ARNr 16S 
Secuenciación del gen del ARNr 18S 
Índice de equitatividad de Simpson  
Recíproco de Simpson (1/λ)  

Riqueza de especies (Chao-1) 

Riqueza [número de OTUs observados (S’)] 

Índice de Shannon (H’) 
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Tabla 1.3. Lista de las especies de cultivos de cobertura invernales utilizadas en los trabajos revisados. 

Familia Nombre científico Nombre común 

Poaceae Avena sativa L.  Avena  

  Secale cereale L. Centeno  

  Hordeum vulgare L. Cebada  

  Triticum aestivum L. Trigo  

  Avena strigosa Schreb Avena negra  

  Lolium multiflorum Lam. Raigrás anual  

Fabaceae Trifolium incarnatum L.  Trébol encarnado  

  Vicia sativa L. Vicia común  

  Vicia villosa Roth. Vicia villosa  

  Vicia dasycarpa L. Vicia  

  Lupinus angustifolius L. Lupino azul  

  Pisum sativum L. Arveja  

  Trifolium michelianum Savi Trébol balansa  

Brassicaceae Raphanus sativus L. Nabo 

  Brassica juncea L. Mostaza castaña  

 

3. Resultados 

3.1. Cultivos de cobertura de invierno multiespecies  

Las mezclas de gramíneas y leguminosas fueron las más utilizadas y estudiadas, tanto por su 

importancia ecológica como por razones prácticas. Para el productor agropecuario una mayor 

diversidad de CCI implica un aumento en los costos de las semillas y la dificultad para establecer y 

manejar mezclas complejas, particularmente si las especies de cultivo tienen tamaños de semillas, 

tasas de crecimiento y requerimientos de terminación muy diferentes (Wortman et al., 2012; Smith et 

al., 2014).  

Chavarría et al., (2016a) en un ensayo de corto plazo analizaron las funciones de las 

comunidades de microorganismos del suelo en dos momentos diferentes de muestreo (a cosecha de 

los cultivos comerciales y desecación de los CCI) en relación a la introducción de diferentes especies 

de cultivos de cobertura, sembrados en mezclas (CC1: avena, vicia común y nabo; CC2: avena y nabo), 

en rotación con soja/maíz y soja en monocultivo. Los autores observaron diferencias significativas en 

la respiración de sustratos carbonados específicos indicando un mejoramiento de la diversidad 

catabólica en tratamientos con CCI (CC1 y CC2) en comparación con el tratamiento sin CCI. Este efecto 
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estuvo, además, asociado a un aumento en la actividad microbiana (FDA, DHA y RM) en los dos 

momentos de muestreo. Asimismo, los autores observaron un incremento en la biomasa microbiana 

(CBM) y un aumento en la abundancia de bacterias (particularmente en FAME de las poblaciones de 

bacterias gram positivas) en muestras tomadas a cosecha del cultivo sucesor (Chavarría et al., 2016b). 

Sin embargo, un estudio posterior realizado con las mismas especies de CCI en la rotación con 

soja/maíz, no encontró diferencias significativas en la abundancia de hongos ni de bacterias totales 

(copias de genes ribosomales ARNr 18S y ARNr 16S, respectivamente), ni en el CBM y sólo la actividad 

enzimática (FDA y AP) se incrementó con la inclusión de CCI con respecto al control (Chavarría et al., 

2018). 

Por otro lado, numerosos estudios (Zhou et al., 2012; Zhou et al., 2016; Frasier et al., 2016; 

Mukumbareza et al., 2016; Nevins et al., 2018) analizaron el efecto de diferentes especies de CCI 

(leguminosas y gramíneas) sembradas en mezclas sobre los microorganismos del suelo. La mezcla de 

V. villosa y centeno como CCI antecesores de sorgo forrajero (cultivo principal) produjo un aumento en 

algunos parámetros indicativos de biomasa microbiana (CBM, NBM y abundancia de bacterias totales) 

pero una menor abundancia de hongos (copias del gen ARNr 18S) en la mezcla de CCI con respecto 

al control sin CCI, el primer año de la rotación en un experimento de tres años de duración (Frasier et 

al., 2016). Al término del ensayo, después de 3 años de rotación, los autores encontraron un aumento 

en la abundancia de bacterias (específicamente, FAME de bacterias gram positivas), en muestras de 

suelo tomadas durante el crecimiento del cultivo principal (Frasier et al., 2016). Esta misma mezcla de 

CCI en rotación con maíz produjo un aumento en la actividad de la enzima β-glucosidasa en 

comparación con el control, en muestras de suelos tomadas durante el crecimiento del cultivo sucesor 

(Nevins et al., 2018). La secuenciación profunda del gen del ARNr 16S en esas muestras mostró 

disímiles resultados en los índices de diversidad alfa: el índice de equitatividad de Simpson resultó 

mayor en V. villosa + centeno con respecto al control, reflejando una distribución más uniforme entre 

taxones bacterianos, mientras que la riqueza de especies (Chao-1) no fue afectada (Nevins et al., 

2018). En un ensayo de similar composición florística, se evaluaron distintos porcentajes de mezcla de 

avena y vicia como CCI en rotación con maíz (Mukumbareza et al., 2016). A pesar de la proximidad 

temporal entre el disturbio propio de la supresión del CCI y el muestreo, realizado dos semanas 

después, se detectó un aumento en el CBM y una mayor actividad enzimática (β-glucosidasa, ureasa, 

DHA, arilsulfatasa, fosfatasa ácida y alcalina) en las distintas mezclas de CCI (90%/10%, 70%/30%, 

50%/50% de avena/vicia, respectivamente) con respecto al control sin CCI (Mukumbareza et al., 2016). 

Asimismo, Zhou et al., (2012) evaluaron la mezcla de V. villosa y centeno en un estudio de corto plazo, 

en el cual el CCI fue finalizado por labores mecánicas y las muestras de suelo tomadas en el momento 

en que se suprimió el CCI. Los autores de este trabajo reportaron que la actividad (SIR medido en 

sistema MicroResp®) y la diversidad catabólica (índice de diversidad metabólica de Shannon, H’ e 
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índice de equitatividad) fueron mayores con la mezcla de CCI con respecto al control, mientras que no 

observaron diferencias en la biomasa microbiana (CBM y NBM) (Zhou et al., 2012). En contraste, 

después de ocho meses de descomposición de los residuos de los CCI Zhou et al., (2016) encontraron 

una mayor biomasa microbiana (CBM y NBM) con V. villosa + centeno con respecto al control sin CCI.  

3.2. Cultivos de cobertura de invierno monoespecíficos   

Generalmente, en los trabajos revisados se ha elegido una sola especie de CCI para ser incluida 

en la rotación con cultivos de verano. En un ensayo de larga duración (7 años) la cebada como CCI 

antecesor de girasol incrementó un 80% la longitud de las hifas de los hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA) y la actividad microbiana (β-glucosaminidasa y EE-GRSP) y un 30% el número de esporas con 

respecto al suelo desnudo, en muestras de raíces y suelo tomadas 95 días después de la siembra 

(DDS) de girasol. En tanto, en rotación con maíz estos incrementos fueron de un 60-70% en la longitud 

de las hifas y en el número de esporas y del 100% para la actividad enzimática con respecto al control, 

en muestras tomadas 54 y 69 DDS de maíz (García-González et al., 2016). En contraste, al utilizar la 

V. villosa como CCI antecesor de girasol o maíz no observaron mejoras en la mayoría de los parámetros 

micorrícicos, con excepción de una mayor actividad enzimática con respecto al control sin CCI (García-

González et al., 2016). Después de 8 años de rotación, la cebada como CCI antecesor de maíz mantuvo 

el efecto positivo sobre los indicadores de abundancia (LH, número de esporas y PCM) y actividad 

microbiana (EE-GRSP) con respecto al barbecho, mientras que el tratamiento con V. villosa como CCI 

no incidió positivamente sobre los parámetros evaluados para HMA y tendieron a ser similares al 

tratamiento control (García-González et al., 2018). Recientemente, Hontoria et al., (2019) obtuvieron 

efectos promotores similares con la cebada como CCI sobre la población de HMA en maíz (PCM y LH) 

y la biomasa microbiana (CBM), en muestras de raíces y suelo tomadas 28 DDS de maíz. Asimismo, 

los autores reportaron que tanto la cebada como la vicia común como CCI estimularon la actividad 

microbiana del suelo (β-glucosidasa, ureasa) con respecto al control sin CCI. Llamativamente, los CCI 

no afectaron la riqueza [número de OTUs observados (S’)] ni la diversidad [índice de Shannon (H’)] de 

los HMA en el cultivo de maíz, aún después de 10 años de rotación con CCI (Hontoria et al., 2019).  

Por otra parte, Mbuthia et al., (2015) reportaron incrementos en parámetros indicadores de 

abundancia (NBM, FAME de bacterias gram positivas y concentración de FAME total) y de actividad 

microbiana (RM y β-glucosaminidasa) en suelos con V. villosa como CCI con respecto al control, 

mientras que el trigo como CCI no tuvo efectos significativos, en un ensayo de 31 años de rotación de 

algodón con CCI, en muestras de suelo tomadas durante la senescencia de los CCI (25 DDS de 

algodón). Sin embargo, los FAME marcadores de hongos micorrícicos (FAME 16:1ω5ϲ) fueron 

negativamente afectados por la inclusión de V. villosa como CCI (Mbuthia et al., 2015). 
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White y Weil (2010) por su parte, en un ensayo de dos años de rotación de maíz y CCI 

demostraron que el uso de centeno como CCI aumentó la colonización de las raíces de maíz por HMA 

con respecto al control, mientras que el nabo como CCI no mostró efectos significativos. Por otro lado, 

Frasier et al., (2016) demostraron que el centeno como CCI antecesor de sorgo forrajero incrementó el 

contenido de FAME de bacterias gram positivas y la abundancia de hongos, pero redujo la de bacterias 

totales (copias de los genes de ARNr 18S y ARNr 16S, respectivamente) en el suelo luego de tres años 

de rotación. En el mismo ensayo se observó que el CCI a base de V. villosa produjo efectos opuestos 

a los del centeno sobre la abundancia de los genes ribosomales con respecto al control. Además, 

registraron un incremento significativo en los parámetros indicativos de biomasa microbiana (NBM y 

CBM) en suelos con ambos CCI con respecto al control (Frasier et al., 2016). Nevins et al., (2018) 

encontraron, en un ensayo de un año de duración, que el centeno en rotación con maíz también 

estimuló la actividad microbiana (β-glucosidasa) con respecto al control, mientras que la diversidad 

bacteriana (índice de equitatividad de Simpson y Chao-1) no fue significativamente afectada por la 

inclusión de V. villosa o centeno, en muestras de suelo tomadas durante la senescencia de los CCI (41 

DDS de maíz) (Nevins et al., 2018). Reddy et al., (2003) reportaron, asimismo, que la inclusión de 

centeno y trébol encarnado como CCI en rotación con soja estimuló los parámetros indicativos de 

biomasa (UFC de bacterias y hongos cultivables) y actividad microbiana (FDA) respecto al control, en 

muestras de suelo obtenidas 30 DDS de soja.   

En dos ensayos simultáneos realizados en el mismo suelo con rotaciones de raigrás anual/ 

algodón y V. villosa o centeno/ soja Wagner et al., (1995) observaron aumentos significativos en los 

parámetros de biomasa (UFC de bacterias y hongos cultivables, bacterias gram negativas y NBM) y 

actividad microbiana (FDA, arilsulfatasa, aril-acilamidasa, fosfatasa alcalina) con respecto al control, 

atribuibles al efecto de los CCI luego de un mes desde la desecación de los mismos. Zablotowicz et al., 

(2007) reportaron resultados similares para los indicadores de biomasa microbiana (UFC de bacterias 

y bacterias gram negativas) y actividad enzimática (FDA y aril-acilamidasa) en muestras de suelo 

tomadas 30 días post-supresión de raigrás anual, tras dos años de rotación con algodón.   

La inclusión del centeno como CCI en rotación con sorgo forrajero/ algodón en el estudio de 

Acosta-Martínez et al., (2010) no tuvo los efectos positivos frecuentemente observados en otros 

estudios, después de cinco años de rotación en una región semiárida, pese a que se evaluaron distintos 

parámetros indicativos de biomasa (CBM y NBM) y abundancia de distintos grupos microbianos (FAME 

de bacterias gram positivas y gram negativas, actinomicetos y hongos), diversidad por 

pirosecuenciación de amplicones del gen del ARNr 16S (ACE y Chao-1) y actividad de enzimas del 

ciclo del C (β-glucosidasa, α-galactosidasa y β-glucosaminidasa). Sin embargo, las enzimas 

involucradas en el ciclo del P y S (fosfatasa alcalina, fosfodiesterasa y arilsulfatasa) aumentaron con 
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centeno como CCI con respecto al control, en muestras de suelo tomadas después de la cosecha de 

los cultivos de verano (Acosta-Martínez et al., 2010).  

En un ensayo de largo plazo (23 años) de rotación de distintos CCI (avena negra, trigo, nabo, 

lupino azul y V. villosa) con soja o maíz, Tiecher et al., (2012) reportaron mayor actividad enzimática 

(AP) en la V. villosa, el lupino azul y el trigo con respecto al barbecho, mientras que la biomasa 

microbiana (PBM) sólo resultó mayor en el lupino azul en comparación con el control, en muestras de 

suelo obtenidas en estadio de floración de los CCI (Tiecher et al., 2012). Asimismo, en un trabajo 

publicado años más tarde por Balota et al., (2014), observaron efectos positivos de los CCI sobre la 

biomasa microbiana (mayor CBM en todos los CCI y NBM, sólo en V. villosa con respecto al control). 

Con respecto a los parámetros indicativos de actividad microbiana, los autores encontraron 

incrementos significativos en la actividad arilsulfatasa y una disminución en el cociente metabólico 

(qCO2) en los CCI con respecto al control. El qCO2 disminuye en sistemas más estables, indicando un 

uso más eficiente del C por parte de la comunidad microbiana del suelo. Otros parámetros evaluados, 

indicativos de actividad microbiana (PT, PL, EE-GRSP, T-GRSP) también mostraron mayores valores 

en los suelos bajo CCI, aunque los efectos fueron diferentes según la especie de que se tratara (Balota 

et al., 2014). En otro ensayo de rotación de CCI (avena, centeno y raigrás) con soja, Varela et al., (2014) 

mostraron que la biomasa determinada por SIR y la actividad microbiana (FDA) fue mayor en los CCI 

con respecto al control, en tres momentos de muestreo a lo largo del crecimiento de los CCI (otoño, 

invierno y primavera) (Varela et al., 2014). Locke et al., (2013) informaron resultados similares en un 

estudio de seis años de rotación de CCI (centeno o trébol balansa) con algodón, en el que tanto la 

actividad microbiana (FDA) como la biomasa estimada de micorrizas a partir de su marcador de ácidos 

grasos (FAME 16:1 ω5c) resultaron mayores en el suelo con CCI post-supresión (luego de 14 días) 

que en el control. Los efectos positivos de la rotación con CCI se extendieron hasta inicios de floración 

del algodón, momento en que la infección micorrícica fue un 40% mayor en parcelas con centeno o 

trébol balansa como CCI antecesor, con respecto al barbecho (Locke et al., 2013). Asimismo, 

Mukumbareza et al., (2016) mostraron que la rotación de CCI (avena o vicia) con maíz también 

promovió un aumento del CBM y una mayor actividad enzimática (β-glucosidasa, ureasa, DHA, 

arilsulfatasa, fosfatasa ácida y alcalina) en los dos CCI post-supresión (14 días) con respecto al control, 

en un ensayo de dos años de duración (Mukumbareza et al., 2016). Otras leguminosas (arveja, V. 

villosa y trébol encarnado) también tuvieron efectos positivos sobre la actividad microbiana (nitrificación 

potencial, β-glucosidasa y β-glucosaminidasa) pero no modificaron la biomasa (CBM) con respecto al 

control, en un ensayo de rotación de maíz con CCI de corto plazo, en muestras de suelo tomadas 

durante el crecimiento del cultivo sucesor (Liang et al., 2014). Por el contrario, Zhou et al., (2012) 

evaluaron los efectos de centeno, avena negra, trigo, V. villosa, arveja y mostaza castaña sobre la 

comunidad microbiana, en un estudio de corto plazo en una región árida, en muestras de suelo tomadas 
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al suprimir los CCI mecánicamente. En ese trabajo reportaron menor actividad microbiana (SIR) sin 

cambios en la abundancia (CBM, NBM), aunque hubo un aumento en los indicadores de diversidad 

catabólica (índice de Shannon e índice de equitatividad, basados en CLPP) en el suelo bajo CCI en 

comparación con el control (Zhou et al., 2012). Sin embargo, después de ocho meses de 

descomposición de los residuos de los CCI, los parámetros de biomasa microbiana (CBM, NBM) 

resultaron mayores en suelos con CCI respecto al suelo sin CCI (Zhou et al., 2016).  

4. Discusión  

Los trabajos científicos incluidos en esta revisión sistemática evaluaron el efecto de los CCI sobre 

los indicadores de actividad, abundancia y diversidad microbiana en experimentos de corto (< 5 años) 

y largo (> 5 años) plazo (Figura 1.2). En el 90-100% de los trabajos relevados, los CCI aumentaron la 

actividad biológica en ensayos de corto y largo plazo, y en el 80% de ellos se consignó aumento de la 

biomasa microbiana. Estos resultados indican que los efectos de los CCI sobre los microorganismos 

del suelo son independientes de la duración de los ensayos.  

 

 

Figura 1.2. Los gráficos de torta representan el porcentaje de trabajos científicos en la revisión 

sistemática que reportaron un aumento en indicadores de actividad (celeste), abundancia (violeta) o 

diversidad (naranja) microbiana y los que no observaron un efecto sobre esos indicadores (amarillo). N 

indica la cantidad de trabajos en los cuales se reportaron resultados para el indicador. 
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Si bien 3 trabajos reportaron aumento de la diversidad microbiana como resultado de la inclusión 

de CCI en el corto plazo, esta tendencia no se observó en los trabajos de largo plazo (N=2, N indica la 

cantidad de trabajos en los cuales se reportaron resultados para el indicador). Esta aparente 

discrepancia bien podría atribuirse a la escasa cantidad de trabajos analizados en cada categoría, que 

al mismo tiempo reportan disímiles parámetros para la evaluación de la diversidad. 

La especie vegetal, la etapa de desarrollo y la diversidad de plantas pueden influir en la 

composición y actividad de la comunidad microbiana edáfica (Berendsen et al., 2012; Rascovan et al., 

2016), probablemente por los exudados radicales que alteran las propiedades químicas del suelo y son 

usados como fuente de nutrientes por los microorganismos (Yang y Crowley, 2000). Entre los múltiples 

CCI que se han estudiado en los trabajos analizados, los cultivos predominantes fueron centeno y V. 

villosa. El efecto del centeno y la V. villosa como CCI sobre el microbioma del suelo se analizó en el 53 

y 58% de los trabajos revisados, respectivamente. El 100% (N=5) de los estudios revisados coincidieron 

en que la actividad microbiana aumentó con la introducción de CCI multiespecies con respecto al suelo 

desnudo (Zhou et al., 2012; Chavarría et al., 2016a; Mukumbareza et al., 2016; Chavarría et al., 2018; 

Nevins et al., 2018) (Tabla 1.4). A su vez, el 100% (N=10) de los trabajos que analizaron el efecto de 

los CCI de leguminosas reportaron una mayor actividad microbiana con respecto al control sin CCI 

(Wagner et al., 1995; Reddy et al., 2003; Tiecher et al., 2012; Locke et al., 2013; Balota et al., 2014; 

Liang et al., 2014; Mbuthia et al., 2015; García-González et al., 2016; Mukumbareza et al., 2016; 

Hontoria et al., 2019) (Tabla 1.4). Además, se observó en el 81% (N=16) de los estudios que las 

gramíneas como CCI aumentaron la actividad microbiana en comparación con el barbecho desnudo 

(Wagner et al., 1995; Reddy et al., 2003; Zablotowicz et al., 2007; Tiecher et al., 2012; Zhou et al., 2012; 

Locke et al., 2013; Balota et al., 2014; Varela et al., 2014; García-González et al., 2016; Mukumbareza 

et al., 2016; Nevins et al., 2018; García-González et al., 2018; Hontoria et al., 2019) (Tabla 1.4).  

Sin embargo, en un trabajo se reportó una disminución en la actividad microbiana (SIR) con 

gramíneas como CCI (Zhou et al., 2012), posiblemente por la duración del ensayo (5 meses) y el 

ambiente árido donde se realizó el estudio. Calderón et al., (2016) sugieren que en una región semiárida 

son necesarios períodos de tiempo mayores a un año para ver los efectos de los CC sobre la comunidad 

microbiana del suelo. Las crucíferas como CCI han sido poco estudiadas y el 40% (N=5) de los estudios 

encontraron una mayor actividad microbiana con respecto al control (Balota et al., 2014; Zhou et al., 

2016) (Tabla 1.4). En particular, se observó un aumento en la actividad microbiana en el 71 (N=7) y 

78% (N=9) de los trabajos que introdujeron centeno y V. villosa, respectivamente, con respecto al 

barbecho. Estos resultados demuestran que la inclusión de CCI en la rotación aumenta la actividad 

microbiana edáfica. Resultados similares fueron observados en un metanálisis realizado por Kim et al., 

(2020) sobre el impacto de CC sobre el microbioma edáfico, en el cual se reportó que la actividad 

microbiana (β-glucosidasa, actividad fosfatasa y RM) aumentó un 22% con CC en comparación con el 



19 
 
barbecho desnudo. Otro metanálisis reciente también encontró que la actividad fosfatasa extracelular 

aumentó un 20% con CC con respecto al control (Hallama et al., 2019). 

En esta revisión, el 67% (N=6) de los trabajos reportaron un aumento en los indicadores de 

biomasa microbiana con CCI multiespecies (Chavarría et al., 2016b; Frasier et al., 2016; Mukumbareza 

et al., 2016; Zhou et al., 2016) (Tabla 1.4). Además, el 57% (N=14) de los estudios reportaron una 

mayor abundancia microbiana con CCI de leguminosas con respecto al control (Wagner et al., 1995; 

Reddy et al., 2003; Tiecher et al., 2012; Balota et al., 2014; Mbuthia et al., 2015; Frasier et al., 2016; 

Mukumbareza et al., 2016; Zhou et al., 2016) (Tabla 1.4). Entre ellos, dos autores encontraron que la 

V. villosa como CCI afectó negativamente la abundancia de hongos (Mbuthia et al., 2015; Frasier et al., 

2016). Ciertas prácticas de manejo como las rotaciones de cultivo y la aplicación de pesticidas o 

fertilizantes pueden afectar negativamente a la comunidad de hongos del suelo. Sin embargo, estos 

efectos son dependientes de las condiciones ambientales donde se llevan a cabo los ensayos (tipo de 

suelo, disponibilidad de nutrientes, clima, comunidad microbiana, etc.) (Jansa et al., 2006). En el estudio 

de Frasier et al., (2016) la menor abundancia de hongos fue temporal o transitoria, dado que se observó 

sólo en el primer año de la rotación en un ensayo de tres años de duración. Respecto de los resultados 

reportados por Mbuthia et al., (2015) una posible explicación es que las plantas tienden a derivar menos 

C a los HMA cuando aumenta el nivel de N disponible en el suelo como resultado de la descomposición 

de los residuos de las leguminosas con baja relación C/N (Treseder, 2004). Sin embargo, es necesario 

contar con más trabajos que evalúen la abundancia fúngica bajo condiciones ambientales similares, 

para concluir acerca de un posible efecto negativo de las leguminosas sobre este grupo microbiano. 

De los diecisiete trabajos que evaluaron los efectos de los CCI de gramíneas sobre la biomasa 

microbiana, el 76% reportó una mayor abundancia con respecto al control sin CCI (Wagner et al., 1995; 

Reddy et al., 2003; Zablotowicz et al., 2007; White y Weil 2010; Locke et al., 2013; Balota et al., 2014; 

Varela et al., 2014; García-González et al., 2016; Frasier et al., 2016; Mukumbareza et al., 2016; Zhou 

et al., 2016; García-González et al., 2018; Hontoria et al., 2019) (Tabla 1.4). Además, se encontró en el 

40% (N=5) de los estudios que las crucíferas como CCI aumentaron la biomasa microbiana (Balota et 

al., 2014; Zhou et al., 2016) (Tabla 1.4). En particular, se reportó una mayor biomasa microbiana en el 

78 (N=9) y 50% (N=10) de los estudios que incluyeron centeno y V. villosa como CCI, respectivamente, 

con respecto al control. En general, se observó que los CCI aumentaron los parámetros de abundancia 

microbiana. Estos resultados coinciden con un metanálisis realizado por Daryanto et al., (2018) donde 

se reportó un incremento en indicadores de abundancia microbiana (CBM, NBM, PBM y colonización 

HMA) con CC en comparación con el suelo desnudo. Además, otro metanálisis reportó que los CC 

tuvieron efectos significativos en comparación con los barbechos desnudos, incrementando en 

promedio los parámetros de abundancia (UFC, CBM, NBM y PLFA), si bien los efectos variaron en 

relación a los moderadores considerados (labranza, manejo del CC, clima, entre otros). Los efectos de 
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los CC fueron menores en climas continentales, en manejos con supresión química y bajo labranzas 

conservacionistas (Kim et al., 2020).  

El 66% (N=3) y 75% (N=4) de los trabajos que introdujeron CCI de leguminosas y gramíneas, 

respectivamente, no observaron diferencias en la diversidad microbiana en suelo bajo CCI con respecto 

al control (Tabla 1.4). Sólo un estudio reportó una mayor diversidad con gramíneas y leguminosas como 

CCI (Zhou et al., 2012). En contraste, el 100% (N=3) de los trabajos incluidos en esta revisión reportaron 

que la diversidad catabólica o taxonómica se vio favorecida con la inclusión de mezclas de CCI con 

respecto al control (Zhou et al., 2012; Chavarría et al., 2016a; Nevins et al., 2018) (Tabla 1.4). 

Vukicevich et al., (2016), en una revisión sobre el tema, también informaron que el incremento en la 

diversidad de especies vegetales de los CC aumentaba la diversidad microbiana, especialmente de 

grupos beneficiosos para las plantas. 

Los efectos del centeno y V. villosa sobre los parámetros de diversidad microbiana han sido 

menos estudiados, en relación a los parámetros de actividad y abundancia, en consonancia con el 

menor número de estudios del efecto de CCI sobre la diversidad microbiana. Debido a que son muy 

pocos los trabajos que analizaron el efecto de los CCI sobre los parámetros de diversidad microbiana 

no es posible llegar a una conclusión definitiva y resultan necesarias más investigaciones sobre el tema. 

En este mismo sentido, Kim et al., (2020) el primer metanálisis que analizó los efectos de los CC sobre 

los parámetros de diversidad microbiana, encontraron un incremento de 2,5% con CC en comparación 

con el control.  
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Tabla 1.4. Porcentaje de trabajos científicos analizados en la revisión sistemática que reportan cambios 

en indicadores de actividad, abundancia o diversidad microbiana.  

       Indicadores 

Familia 

botánica 

Actividad§ Abundancia o Biomasa Diversidad fisiológica o 

taxonómica 

Leguminosas ↑100% 

(N=10) 

↑57% 

↓14% 

(N=14) 

↑33% 

(N=3) 

Gramíneas ↑81% 

↓6% 

(N= 16) 

↑76% 

(N=17) 

↑25% 

(N=4) 

Crucíferas ↑40% 

(N=5) 

↑40% 

(N=5) 

-- 

(N=0) 

Mezcla CCI ↑100% 

(N=5) 

↑67%  

(N=6) 

↑100%  

(N=3) 

§Flechas ascendentes y descendentes, indican aumento y disminución en el indicador, respectivamente. N indica 

la cantidad de trabajos en los cuales se reportaron resultados para el indicador. 

5. Conclusiones  

Esta revisión sistemática de la literatura permite concluir que la inclusión de CCI (principalmente 

leguminosas y gramíneas y/o sus mezclas) en rotación con cultivos de verano en sistemas bajo SD 

promueve la actividad biológica y la biomasa microbiana edáfica en comparación con los barbechos 

desnudos, y que estos efectos son independientes de la duración de los ensayos. Asimismo, muestra 

que los CCI monoespecíficos más utilizados son centeno y V. villosa, y que la mezcla de ambos es el 

CCI multiespecie más estudiado. Es notoria la escasez de estudios en los que se evaluaron parámetros 

de diversidad microbiana del suelo en presencia de CCI, por lo que se destaca la necesidad de realizar 

más investigaciones primarias sobre el tema. Por último, resulta llamativo que solo un artículo de 22 

seleccionados reporte resultados sobre el efecto de diferentes métodos de supresión de los CCI sobre 

la actividad biológica y la biomasa microbiana del suelo. Sería importante que futuros estudios 

abordaran este aspecto del manejo de los CCI, ya que, sin duda, merece mayor atención por la 

influencia directa e indirecta que podría tener sobre el microbioma del suelo y la rizosfera. 

 

 



22 
 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

En base a la revisión sistemática de la literatura realizada se identificaron los vacíos de 

conocimiento y los aspectos que aún requieren mayor experimentación para mejorar la comprensión 

del efecto de las prácticas agrícolas aplicadas a los CCI sobre el microbioma rizosférico. Por lo tanto, 

se planteó como hipótesis de trabajo que los métodos utilizados para finalizar los CCI afectan el 

microbioma rizosférico al modificar el tipo y la cantidad de exudados radicales, lo que podría incidir a 

su vez sobre el microbioma rizosférico del cultivo sucesor y el desarrollo del mismo. A partir de esta 

hipótesis, se establecieron los siguientes objetivos específicos: 1) evaluar el efecto combinado de la 

fertilización con N y el método de finalización de avena (Avena sativa L.) como CCI, sobre la 

composición de los exudados radicales de avena y la abundancia de bacterias degradadoras de 

fosfonatos (capítulo 2); 2) evaluar la estructura de la comunidad microbiana en general y la abundancia 

de las poblaciones específicas responsables del ciclo del N (capítulo 3) estableciendo para ello un 

ensayo en condiciones controladas en invernáculo; 3) analizar el impacto de la introducción del CCI y 

el método de finalización del mismo, previo a la siembra de girasol (Helianthus annuus L.) en la rotación, 

sobre los indicadores mencionados anteriormente (capítulo 4); 4) evaluar la performance de girasol y 

la estructura de la comunidad bacteriana de su rizosfera en respuesta al método de finalización del CCI 

antecesor y a la fertilización fosforada (capítulo 5), estableciendo para ello un ensayo a campo durante 

dos campañas agrícolas. 
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CAPÍTULO 2 

ANÁLISIS DE LA EXUDACIÓN RADICAL DE Avena sativa L. EN RELACIÓN CON LA 

FERTILIZACIÓN NITROGENADA Y LOS MÉTODOS DE FINALIZACIÓN DEL CULTIVO 

 

1. Introducción  

Los exudados radicales, también llamados rizodepósitos constituyen una importante fuente de C 

orgánico liberado al suelo rizosférico. La cantidad y calidad de los exudados radicales están 

determinados por la especie vegetal, variedad, edad de la planta y factores externos estresantes 

bióticos y abióticos (Badri y Vivanco, 2009). Las raíces de las plantas exudan compuestos de bajo 

(aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, fenólicos, entre otros metabolitos secundarios) y alto peso 

molecular (mucílagos y proteínas) en el suelo rizosférico (Bais et al., 2006). Se ha reportado que 

algunos de estos compuestos, principalmente los fenólicos, pueden incrementar la abundancia de 

taxones microbianos con capacidad para degradar compuestos aromáticos (Zhou y Wu, 2012; Liu et 

al., 2017; Zhou et al., 2018; Zwetsloot et al., 2020). A su vez, el aumento de compuestos fenólicos 

también puede estimular la proliferación de microorganismos patógenos (Lanoue et al., 2010; Wu et 

al., 2016; Bai et al., 2019) y, algunos de ellos, como ciertos fenilpropanoides, pueden actuar como 

inhibidores de la nitrificación afectando a los microorganismos implicados en el ciclo del N, razón por la 

cual se conocen como inhibidores biológicos de la nitrificación (Subbarao et al., 2015).   

Ciertas prácticas agrícolas como la aplicación de glifosato y el corte para desecar los CCI previo 

a la siembra del cultivo de cosecha pueden afectar la síntesis de compuestos secundarios en la planta. 

Por ejemplo, la reducción de la capacidad de síntesis de aminoácidos aromáticos como consecuencia 

del glifosato resulta en una estimulación del flujo metabólico a través de la vía del shikimato, 

conduciendo a un incremento en la síntesis de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) clave en la 

biosíntesis de compuestos fenólicos, así como también a un aumento en la síntesis de flavonoides 

como una posible reacción protectora al estrés oxidativo (Duke y Hoagland, 1978; Daniel et al., 1999). 

En este sentido, se ha propuesto que uno de los efectos tóxicos del glifosato podría deberse a una 

estimulación de la biosíntesis de compuestos fenólicos inhibitorios (Duke y Hoagland, 1978). Allegrini 

et al., (2019) plantearon que la exudación incrementada de compuestos fenólicos inhibitorios en plantas 

tratadas con glifosato respecto del método de supresión por corte podría explicar la menor abundancia 

observada para microorganismos sensibles a estos compuestos como bacterias y arqueas oxidantes 

del amoníaco (BOA y AOA, respectivamente). Por otra parte, varios estudios han reportado que la 

exudación radical, biomasa y respiración microbiana en la rizosfera aumentan en respuesta a la 

defoliación o corte de las plantas, sin embargo, la magnitud de estos cambios depende de la especie 

vegetal, la intensidad de defoliación y el momento de muestreo (Guitian y Bardgett, 2000; Paterson y 
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Sim, 2000; Fu y Cheng, 2004; Xia et al., 2019). Guitian y Bardgett, (2000) reportaron que la defoliación 

de Festuca rubra L., Cynosurus cristatus L. y Anthoxanthum odoratum L. aumentó la biomasa 

microbiana del suelo y la eficiencia de uso del C en la zona radical. Esta respuesta fue mayor en las 

raíces de Anthoxanthum odoratum L. y probablemente estuvo asociada a cambios en el perfil de 

exudación radical después de la defoliación. 

Luego de la aplicación en los CCI, el glifosato puede llegar al suelo por lavado desde las partes 

aéreas de las plantas, y también, por exudación desde las raíces de las plantas expuestas (Coupland 

y Caseley, 1979; Rodrigues et al., 1982) y por la ulterior descomposición del tejido vegetal ya que las 

plantas normalmente mueren en un período de 7 a 21 días (Kanissery et al., 2019). Además, la 

aplicación de glifosato estimula la liberación de compuestos orgánicos en los rizodepósitos tanto a 

través de una mayor exudación de carbohidratos y aminoácidos (Kremer et al., 2005), así como de 

recursos derivados de raíces muertas (efecto "green bridge"; Schlatter et al., 2017). Se ha comprobado 

que el glifosato (y su metabolito, ácido aminometilfosfónico, AMPA) es transportado a las raíces y 

exudado al suelo después de la aplicación foliar (Kremer et al., 2005; Tesfamariam et al., 2009; Duke 

et al., 2012), 3 días después de la aplicación foliar en soja resistente a glifosato (Duke et al., 2012; 

Kremer et al., 2005). Más aún, Neumann et al., (2006) demostraron que el glifosato aplicado en el follaje 

de las plantas blanco es exudado en la rizosfera tras una rápida traslocación desde los tallos a las 

raíces. Por otro lado, Laitinen et al., (2007) encontraron que 3 semanas después de aplicar glifosato a 

plantas sensibles (Chenopodium quinoa), las raíces exudaron 8-12% del compuesto hacia la rizosfera. 

Estos resultados junto con los expuestos por Kremer et al., (2005) y Laitinen et al., (2007) indican que 

la rápida translocación y la exudación del glifosato por parte de la planta pueden depositar una cantidad 

significativa de este compuesto en el suelo rizosférico.  

La espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica cualitativa no 

destructiva para caracterizar los principales grupos funcionales químicos, la cual tiene distintas 

aplicaciones como: identificar variedades de trigo (Amir et al., 2013), analizar la actividad antioxidante 

en plantas medicinales (Bunaciu et al., 2012), caracterizar efluentes agroindustriales (Iocoli et al., 2017), 

detectar la presencia de glifosato en suelo (Schnurer et al., 2006), entre otras. Esta técnica también ha 

sido utilizada para caracterizar los exudados radicales de Casuarina cunninghamiana (Beauchemin et 

al., 2011), girasol (Yang y Pan, 2013) y Brassica oleracea L. (Pongrac et al., 2020). 

La degradación del glifosato en suelos ocurre principalmente como resultado de la actividad 

enzimática de microorganismos (bacterias, hongos, micromicetos y actinomicetos) que lo utilizan como 

fuente de fósforo (P), C y N (Zhan et al., 2018). Entre ellos, las bacterias de géneros como 

Achromobacter, Commamonas, Ochrobactrum, Alcaligenes, Pseudomonas, Arthrobacter, Geobacillus, 

Streptomyces, Flavobacterium, Agrobacterium y Enterobacter cumplen un rol importante (Zhan et al., 

2018; Stosiek et al., 2019; Feng et al., 2020). La degradación de fosfonatos es catalizada por enzimas 
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que están bajo el control del regulón Pho en bacterias, lo que les permite utilizar fosfonatos como única 

fuente de P (Stosiek et al., 2019). La síntesis de las enzimas se produce solo a bajas concentraciones 

de fosfato y su expresión es reprimida por el nivel de fosfato inorgánico (Pi) (Martinez et al., 2010; 

Jochimsen et al., 2011). Los microorganismos degradan glifosato a través de dos vías. Una de ellas 

conduce a la formación de sarcosina como intermediario, y la otra conduce a la formación de AMPA y 

glioxilato. En la vía de AMPA, el primer paso es la ruptura del enlace C‒N por la enzima glifosato 

oxidorreductasa (GOX). La enzima C‒P liasa es responsable de la conversión de AMPA a Pi y 

metilamina. En la vía de sarcosina, el paso inicial es la ruptura del enlace C‒P por la enzima C‒P liasa, 

produciendo Pi y sarcosina, que luego es degradada a glicina y formaldehído por la enzima sarcosina 

oxidasa (Sviridov et al., 2014). El sistema enzimático de la vía C‒P liasa está ampliamente distribuido 

entre las bacterias, las que en general contienen un único operón phn de localización cromosómica 

(Hove-Jensen et al., 2014) y se sospecha que ha estado sujeto a transferencia horizontal de genes 

(Huang et al., 2005). La vía de la C‒P liasa involucra numerosas enzimas, que actúan para transformar 

fosfonatos en Pi. En E. coli el complejo C−P liasa para la utilización de fosfonatos requiere la expresión 

de 14 polipéptidos (codificados por el operón phnCDEFGHIJKLMNOP). Entre las muchas proteínas 

involucradas, el complejo proteico phnGHIJK es esencial para la ruptura del enlace C−P (Jochimsen et 

al., 2011). La actividad C‒P liasa está codificada por phnJ, la cual es considerada la enzima clave en 

esta vía, como lo revela la notable conservación evolutiva en la secuencia de aminoácidos de PhnJ 

comparada con otros polipéptidos de la vía (Hove-Jensen et al., 2014).  

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) es una técnica que surge como 

una modificación a la PCR tradicional para poder estimar la abundancia inicial de un gen en el ADN 

templado. Se la denomina PCR en tiempo real debido a que la detección de la fluorescencia se produce 

en cada ciclo de amplificación, lo cual permite registrar la formación de los productos en “tiempo real”. 

Una característica que distingue a la qPCR respecto de otros métodos de análisis de comunidades 

microbianas es su capacidad de evaluar de manera rápida y con una alta sensibilidad la abundancia 

de grupos filogenéticos específicos (Fierer et al., 2005). Morales et al., (2020a) desarrollaron un ensayo 

para cuantificar el número de copias del gen que codifica para C‒P liasas (phnJ), lo que permitiría 

evaluar el potencial génico para la degradación de glifosato y otros fosfonatos en las bacterias que 

colonizan el suelo rizosférico (Morales et al., 2020a). En este estudio, los autores encontraron que la 

aplicación de glifosato a plantas de avena aumentó la abundancia del gen phnJ en el suelo rizosférico 

respecto del tratamiento de supresión por corte (Morales et al., 2020a).  

Por lo tanto, en base a los antecedentes existentes en la bibliografía y resultados preliminares del 

grupo de trabajo, descritos anteriormente, se hipotetiza que los métodos de finalización del CCI influyen 

sobre la composición de los exudados radicales en las plantas de avena, independientemente del nivel 

de fertilización, así como la fertilización nitrogenada modifica el perfil químico de los exudados, 
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independientemente del método de finalización. Por otra parte, debido a la probable exudación de 

glifosato por las raíces, se hipotetiza que habrá una mayor abundancia de bacterias que poseen genes 

de C‒P liasas de la vía de degradación de fosfonatos en la comunidad microbiana rizosférica, 

independientemente de la fertilización. Para la comprobación de estas hipótesis, se establecieron los 

siguientes objetivos particulares: 1) analizar el efecto de la fertilización con N y el método de finalización 

del CCI sobre la composición de los exudados de plantas de avena; 2) analizar el potencial génico para 

la degradación de glifosato en la comunidad de bacterias rizosféricas. 

2. Materiales y métodos 

2.1. Diseño del ensayo 

Se realizó un ensayo con plantas de avena (Avena sativa L.) como modelo experimental en 

invernáculo con riego automatizado (por aspersores, dos veces al día, 5 minutos) para evaluar el efecto 

del manejo del CCI sobre la microbiota rizosférica. Para la preparación de las macetas, se obtuvo una 

muestra compuesta de suelo (0-20 cm de profundidad) en un lote correspondiente al campus de la 

Universidad Nacional del Sur en la localidad de Bahía Blanca (38°41.64′ S, 62°14.46′ W). El suelo es 

un Paleustol petrocálcico (Ap-AC-C-Ck-2Ckm) de textura franco-arenosa, bien drenado y con una 

historia de 15 años de avena como cultivo (Aldana y Carioni, 2001). El horizonte Ap presenta las 

siguientes características: pH (1:2,5 suelo: agua) 7,6; densidad aparente 1,28 g cm−3; MO 2,46%; P 

(Bray) extractable 7,1 mg kg−1; N total 0,129%; N-NH4 13,3 mg kg−1; N-NO3 9,1 mg kg−1. 

Las semillas de avena (Avena sativa L. var. Cristal INTA) fueron esterilizadas superficialmente 

con una solución de hipoclorito de sodio al 1% (10 ml de hipoclorito de sodio en 1 l de agua destilada 

estéril) por 3 minutos, se enjuagaron seis veces con agua destilada estéril y se dejaron secar en un 

papel de filtro previo a la siembra.  

El suelo previamente homogeneizado se utilizó para la preparación de macetas de 5,5 litros de 

capacidad con 5,6 kg de una mezcla de suelo: perlita (80:20), en las que se sembraron doce semillas 

de avena por maceta. Se implementó un diseño completamente aleatorizado con dos factores de 

estudio: fertilización (dos niveles: con y sin N) y método de finalización (tres niveles), con 4 réplicas por 

tratamiento (Tabla 2.1). La fertilización consistió en una aplicación de urea 46%N repartida en dos 

momentos: a la siembra del CCI (60 kg N ha-1) y a los 76 días postsiembra (40 kg N ha-1). El fertilizante 

nitrogenado se aplicó diluido en 10 ml de agua destilada. A los 92 días desde la fecha de siembra 

(estadio Z3.1, Zadoks et al., 1974), se finalizó el CCI, determinando 3 niveles del factor: 

1) Sin supresión (SS), muestreo de plantas vivas.   

2) Corte mecánico (CM) de plantas con tijeras a 1 cm desde la superficie del suelo. 

         3) Secado de plantas con aplicación de glifosato (DQ, formulado comercial ESKOBA FULL II, 

Red Surcos, 662 g IA l-1, sal monopotásica, 1,5%). Para ello, se preparó una solución al 1,5% (15 ml 



27 
 
del herbicida en 1 l de agua destilada) siguiendo las recomendaciones del marbete para aplicaciones 

con equipos de mochila. Se utilizó una mochila pulverizadora (GIBER, 5 litros) con una boquilla con 

pastilla en ábanico plano. La pulverización se realizó a una altura de 70 cm sobre el suelo y sobre un 

área de 1,6 m2. 

El muestreo de raíces y suelo rizosférico fue destructivo con cuatro réplicas por tratamiento, antes 

de la fecha de aplicación de los métodos de finalización (SS) y a los 12 días postsupresión (CM y DQ, 

24 muestras en total). Se agitaron las raíces moderadamente, para desprender el suelo no rizosférico 

(bulk soil) mientras que el suelo rizosférico se obtuvo removiéndolo de la raíz mediante desprendimiento 

manual con un pincel estéril de acuerdo con lo sugerido por Yanai et al., (2003). El suelo así colectado 

se conservó en bolsas de polietileno estériles con cierre hermético (Hixwer®, Argentina) en freezer a ‒

80°C hasta la extracción de ADN y a 4°C para los análisis fisiológicos. 

 

Tabla 2.1. Tratamientos y designación de cada una de las muestras analizadas. 

Muestras Método de finalización (M) Fertilización (F) Tratamiento (M×F) 

SS1 Sin supresión Sin N SS 

SS2 Sin supresión Sin N SS 

SS3 Sin supresión Sin N SS 

SS4 Sin supresión Sin N SS 

SSN1 Sin supresión Con N SSN 

SSN2 Sin supresión Con N SSN 

SSN3 Sin supresión Con N SSN 

SSN4 Sin supresión Con N SSN 

CM1 Corte mecánico Sin N CM 

CM2 Corte mecánico Sin N CM 

CM3 Corte mecánico Sin N CM 

CM4 Corte mecánico Sin N CM 

CMN1 Corte mecánico Con N CMN 

CMN2 Corte mecánico Con N CMN 

CMN3 Corte mecánico Con N CMN 

CMN4 Corte mecánico Con N CMN 

DQ1 Desecación química Sin N DQ 

DQ2 Desecación química Sin N DQ 

DQ3 Desecación química Sin N DQ 

DQ4 Desecación química Sin N DQ 

DQN1 Desecación química Con N DQN 

DQN2 Desecación química Con N DQN 

DQN3 Desecación química Con N DQN 

DQN4 Desecación química Con N DQN 
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2.2. Obtención de exudados radicales 

Las raíces que se utilizaron para la obtención de los exudados fueron las mismas a las que 

previamente se le extrajo el suelo rizosférico adherido. Para la preparación de los exudados radicales 

se siguió el procedimiento descripto por Egle et al., (2003).  En primer lugar, todo el sistema de raíces 

se lavó completa y cuidadosamente bajo el flujo de agua de la canilla de manera de remover todo el 

suelo. Luego el sistema de raíces se sumergió completamente en un recipiente conteniendo 100 ml de 

una solución 0,05 mM de CaCl2 (pH 5,5) durante 1 h de manera tal de desprender células dañadas 

durante la remoción del suelo rizosférico y el posterior lavado, como así también para permitir la 

adaptación de las raíces antes de recoger los exudados. La solución fue descartada y se colocaron las 

raíces pre-tratadas nuevamente en 50 ml de solución de CaCl2 de igual pH y concentración. Se dejó 

exudar las raíces aproximadamente 16 h en el invernáculo en las mismas condiciones donde habían 

crecido las plantas. El exudado obtenido en cada caso fue centrifugado (10000 rpm, 10 minutos), 

esterilizado por filtración (0,22 µm, polietersulfona Hixwer®, Argentina) en tubo de centrífuga estéril (50 

ml, Corning®, Estados Unidos) y conservado a ‒20°C hasta el momento del análisis. 

 

2.2.1. Determinación de fósforo y fenoles totales en los exudados radicales  

 

Se analizó el contenido total de P en la solución acuosa de los exudados por medio de 

Espectrometría de Emisión Atómica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES, Shimadzu 9000 

Simultáneo de Alta Resolución) en el laboratorio de servicios LANAQUI (CERZOS-CONICET). 

Asimismo, se cuantificó la concentración de fenoles totales mediante el método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu a partir de una curva estándar (Figura 2.1), preparada con 

concentraciones entre 0-15 mg l-1 de ácido p-cumárico (≥98.0% pureza, Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos), adoptando la metodología descripta por Gutiérrez Avella et al., (2008).  
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Figura 2.1. Curva de calibración de contenido de fenoles totales. 

 

La solución acuosa de los exudados radicales fue liofilizada (Heto, FD 1.0 CT 60) y el pellet 

liofilizado se diluyó con 1,5 ml de agua bidestilada. Luego, una alícuota de 0,5 ml de cada una de estas 

diluciones se mezcló con 0,75 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (Tetrahedron®, Argentina), dejando 

reaccionar a temperatura ambiente por 5 min, después de lo cual se agregaron 0,75 ml de carbonato 

de sodio al 20% (Anedra®, Argentina). Los tubos se agitaron vigorosamente y se los dejó reposar 

durante 1 h a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se midió la absorbancia a 620 nm en fotómetro 

UV-visible (Metrolab 1600 DR, Wiener Lab., Argentina).  

El contenido de fenoles de cada muestra se expresó en miligramos equivalentes de ácido p-

cumárico por gramo de peso seco de los exudados liofilizados.  

2.2.2. Análisis cualitativo de los exudados radicales 

Se realizó la caracterización de los exudados radicales mediante FTIR. Los espectros infrarrojos 

se obtuvieron dentro del rango medio (4000–400 cm-1) con 64 escanes de barrido y 8 cm-1 de resolución 

con un espectrómetro Nicolet iS50 FT-IR Thermo Scientific (Estados Unidos). Las muestras se 

prepararon como pastillas de bromuro de potasio (Uvasol®, Merck, Alemania) las cuales se obtuvieron 

incorporando 0,5 ml en 180 mg de KBr (Iocoli et al., 2017). Se realizó un espectro por réplica y luego 
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se obtuvo el espectro promedio por tratamiento. Para el procesamiento de los espectros se utilizó el 

software OMNIC 9 (Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos). 

2.3. Análisis molecular de la comunidad microbiana  

2.3.1. Extracción de ADN de suelo rizosférico y cuantificación  

Se utilizó el kit DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen GmbH, Alemania) para la extracción de ADN a 

partir de 250 mg de suelo rizoférico siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido fue 

cuantificado usando el kit QuantiFluor® ds DNA System (Promega®, Estados Unidos) en un fluorómetro 

Quantus (Promega®, Estados Unidos). La calidad del ADN fue analizada en un gel de agarosa al 1% 

y en un espectrofotómetro de la serie DS-11 FX (DeNovix®, Estados Unidos), usando como indicador 

las relaciones de absorbancias (A260/A230 y A260/280A). 

2.3.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) de phnJ  

Se cuantificó el número de copias del gen que codifica para C‒P liasas (phnJ), con cebadores 

diseñados en nuestro laboratorio (Tabla 2.2, Morales et al., 2020a). La composición de la mezcla de 

reacción, el programa de amplificación del gen phnJ y el estándar se prepararon según Morales et al., 

(2020a) (Tabla 1, Anexo I).  

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador de tiempo real ABI 7500 y su software 

asociado 7500 Software v.2.0.3 (Applied Biosystems®, Estados Unidos). 

 

Tabla 2.2. Cebadores utilizados para qPCR. 

Grupo Cebador Secuencia (5’3’) Tamaño 
(pb) 

Referencia 

phnJ phnJ F1 CSTATCTSGACGARCAGACSAA   

 phnJ R2 TCGTCGGMGCCCTGRTCGA 198 Morales et al., (2020a) 

2.4. Análisis estadísticos 

Los modelos lineales mixtos se ajustaron a P total en los exudados (PT), fenoles totales (FT) y 

qPCR (log10 del número de copias μg-1 ADN) utilizando PROC GLIMMIX del software estadístico SAS 

versión 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA). La fertilización y los métodos de finalización se consideraron 

efectos fijos y la maceta como efecto aleatorio. Se consideró un P<0,2 como evidencia de interacción 

(Littell et al., 2002). Cuando fue apropiado, las medias de mínimos cuadrados (lsmeans) se separaron 

usando la opción lines del comando lsmeans, estableciendo la probabilidad de error de Tipo I (α) en 

0,05. Los coeficientes de correlación de Pearson (α=0,05) obtenidos con el procedimiento CORR de 

SAS, se utilizaron para evaluar la relación entre la abundancia del gen phnJ y PT.  
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3. Resultados  

3.1. Fósforo y fenoles totales en los exudados radicales 

Los resultados del análisis de la varianza del contenido de PT presente en los exudados de 

plantas de avena se indican en la Tabla 2.3. El análisis mostró un efecto principal estadísticamente 

significativo del método de finalización (P=0,0001; Tabla 2.3), en tanto la fertilización y la interacción 

entre los factores en estudio no resultaron significativos. Los tres métodos de finalización se 

diferenciaron entre sí en el orden de CM> DQ >SS (Tabla 2.3).  

Se encontró una correlación positiva y significativa entre PT y el número de copias del gen phnJ 

(r=0,55, P=0,017).  

En la Tabla 2.3 se indican los resultados del análisis de la varianza del contenido de fenoles 

presentes en los exudados de plantas de avena. Se consideró la interacción entre ambos factores en 

estudio (P=0,095; Tabla 2.3). Las comparaciones de a pares entre los distintos niveles de fertilización 

bajo un mismo método de finalización indicaron que el contenido de FT fue mayor en DQ sin N con 

respecto a DQ con N (P<0,05; letras minúsculas, Tabla 2.3). Para los otros métodos no se observaron 

diferencias significativas (P>0,05; Tabla 2.3). Se realizaron comparaciones múltiples entre los métodos 

de finalización dentro del mismo nivel de fertilización y sólo se observaron diferencias significativas 

(P<0,05; letras mayúsculas, Tabla 2.3) sin N: el contenido de FT en CM fue menor respecto del 

contenido en los métodos DQ y SS.  
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Tabla 2.3. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para fósforo 

y fenoles totales en los exudados radicales. Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad 

(P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los efectos principales (F=fertilización y M=método de 

finalización) y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de 

finalización: desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras DQ, CM y 

SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

  Fósforo total (mg l-1) Fenoles totales (mg g-1) 

 n Media ES Media ES 

Fertilización (F)       

con N 12 2,03  0,12 3,37 0,38 

sin N 12 1,73   3,89  

Método de finalización (M)       

DQ 8 1,88 b 0,15 4,21  0,47 

CM 8 2,49 a  2,61   

SS 8 1,27 c  4,08   

F×M       

DQN 4 2,12 0,22 3,21 bc 0,62 

CMN 4 2,73  3,05 bc  

SSN 4 1,24  3,85 abc  

      

DQ 4 1,64 0,22 5,21 a 0,62 

CM 4 2,25  2,17 c  

SS 4 1,30  4,29 ab  

      

 gl P-valor 

F  1 0,103 0,33 

M  2 0,0001 0,037 

F×M  2 0,362 0,095 

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no 

significativas (P>0,05).  

3.2. Análisis cualitativo de los exudados radicales 

Los espectros IR de los distintos tratamientos presentaron iguales zonas de absorción (Figura 

2.2). En la primera región del espectro, se observó una banda intensa y ancha entre 3600-3200 cm-1 
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correspondiente al estiramiento de los enlaces O-H del grupo hidroxilo (fenoles, alcoholes y ácidos 

carboxílicos) y N-H del grupo amino (aminas primarias y secundarias, aminoácidos y proteínas). 

Además, se identificaron tres bandas entre 2980 y 2800 cm-1 correspondientes al estiramiento del 

enlace C-H de grupos metilo y metileno (2957 cm-1: vibración asimétrica del enlace C-H en –CH3; 2920 

cm-1: vibración asimétrica en –CH2; 2852 cm-1: vibración simétrica en –CH2 y CH3) las que pueden ser 

asignadas a estructuras hidrocarbonadas alifáticas y grupos sustituyentes alquilo (presentes en 

carbohidratos, aminoácidos y derivados, ácidos orgánicos y terpenos). En la región comprendida entre 

1800 y 1500 cm-1 se produjo una banda importante en la que se observa: un pico principal en 1609 cm-

1 correspondiente a la deformación en el plano del enlace N-H (de aminas y/o amidas); y dos inflexiones: 

una en 1630 cm-1 (atribuible a la vibración de tensión de grupo carbonilo en amidas y carboxilatos) y 

otra en 1730 cm-1 (asignable a la vibración de tensión de grupo carbonilo en aldehídos, cetonas, ácidos 

y ésteres). Dado que en 1630 cm-1 también tiene lugar la vibración de tensión del enlace C=C de 

compuestos aromáticos y dobles enlaces, el significativo ensanchamiento de toda la banda podría ser 

evidencia de la presencia de las funciones mencionadas. La pronunciada banda centrada en 1420 cm -

1 puede atribuirse principalmente a las vibraciones de deformación del enlace O-H (en alcoholes y 

ácidos). Las vibraciones de deformación del enlace C-H de grupos metileno (en cadenas alquílicas 

estructurales, terpenos, carbohidratos) que también tienen lugar en esta región, quedarían solapadas 

bajo su forma ensanchada. La banda en 1380 cm-1, al igual que la inflexión en 1315 cm-1, 

correspondería a la vibración de tensión del enlace C-O en fenoles y a la deformación en el plano de 

grupos metilo. La región entre 1250 y 950 cm-1 muestra varias absorciones con distintas intensidades, 

las cuales pueden corresponder tanto a las vibraciones de tensión de los enlaces C-O (en polisacáridos, 

ácidos, ésteres, alcoholes) como a los enlaces C-O-P en fosfodiésteres, y posiblemente, al estiramiento 

del enlace C-N en aminas. La banda en 870 cm-1 corresponde a la deformación fuera del plano del 

enlace C-O de carbonatos. Las bandas de menor intensidad, entre 925 y 875 cm-1, pueden 

corresponder a vibraciones de deformación fuera del plano de enlaces =CH (en compuestos aromáticos 

sustituidos), y de enlaces -CH en anillos saturados e insaturados (carbohidratos, terpenos). 
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Figura 2.2. Espectros IR de cada combinación entre los niveles de fertilización y de los métodos de 

finalización. Corte mecánico con N (CMN) y sin N (CM); desecación química con N (DQN) y sin N (DQ); 

sin supresión con N (SSN) y sin N (SS).  

 

Los espectros dentro de los tratamientos SS, SSN, DQ, DQN, CM y CMN presentaron una gran 

similitud, por lo que para el análisis se promediaron las réplicas de los espectros obteniendo un nuevo 

espectro. De la comparación entre los niveles de fertilización para cada método de finalización solo se 

observaron ligeros cambios en la región 1200-950 cm-1 que no justifican un análisis particular, por ello 

se obtuvieron los espectros promedio para cada método de finalización, independientemente del nivel 

de fertilización (Figura 2.3). 
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Figura 2.3. Espectros IR para cada método de finalización: corte mecánico (CM), desecación química 

(DQ) y sin supresión (SS). 

 

Al comparar los espectros de los métodos de finalización (Figura 2.3) se puede mencionar que 

se observó un incremento en la banda 2850 cm-1 para CM pudiendo indicar una mayor saturación 

(mayor contenido de grupos -CH2-) (Figura 2.4). En la región 1500-1300 cm-1 (Figura 2.5) los espectros 

de DQ y SS son muy similares mientras que CM presenta una menor intensidad y un ensanchamiento 

de la banda centrada en 1421 cm-1 y una mayor intensidad y definición de la banda centrada en 1380 

cm-1. Esta banda podría atribuirse a grupos metilo de alcanos o compuestos con grupo carbonilo (RO-

CO-CH3), a un incremento de enlaces C-H de compuestos del tipo polisacáridos, y/o a la deformación 

del enlace O-H en fenoles. En la región 1200-950 cm-1 (Figura 2.6) los tres espectros presentan 

diferencias, se observaron valores levemente superiores y mayor definición en DQ respecto a SS, 

mientras que CM presentó mayores valores, mayor definición y diferenciación de las bandas en esta 

región. 
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Figura 2.4. Espectros IR de los métodos de finalización (CM, DQ y SS) en el rango 3000-2800 cm-1. 

 

 

Figura 2.5. Espectros IR de los métodos de finalización (CM, DQ y SS) en el rango 1500-1300 cm-1. 
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Figura 2.6. Espectros IR de los métodos de finalización (CM, DQ y SS) en el rango 1200-950 cm-1. 

3.3. PCR cuantitativa del gen phnJ  

La abundancia del gen phnJ fue evaluada mediante qPCR.  La ecuación obtenida del ajuste lineal 

de las curvas estándar, que describen la relación entre los valores Ct y el número de copias del gen 

indicador, fue la siguiente: Ct = 36,04−3,47 log10 (nº copias) (R2 = 1). La eficiencia de la qPCR fue de 

94,31%. 

En la Tabla 2.4 se indican los resultados del análisis de la varianza para el número de copias del 

gen phnJ. No se observó una interacción significativa entre los factores en estudio (fertilización y 

método de finalización) y, en consecuencia, se consideraron los efectos principales de ambos factores. 

Según los resultados, la abundancia del gen phnJ fue similar entre plantas fertilizadas y no fertilizadas 

o entre métodos de finalización (P>0,05, Tabla 2.4).  
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Tabla 2.4. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para el 

número de copias del gen phnJ (transformada a log10). Al final de la tabla se indican los valores de 

probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los efectos principales (F=fertilización y 

M=método de finalización) y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). 

Métodos de finalización: desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras 

DQ, CM y SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

  phnJ 

 n Media ES 

Fertilización (F)     

con N 9 7,72  0,04 

sin N 9 7,66   

Método de finalización (M)     

DQ 6 7,69  0,06 

CM 6 7,77   

SS 6 7,61  

F×M     

DQN 3 7,64 0,08 

CMN 3 7,79  

SSN 3 7,64  

    

DQ 3 7,75 0,08 

CM 3 7,76  

SS 3 7,57  

    

 gl P-valor 

F  1 0,884 

M  2 0,158 

F×M  2 0,589 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  
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4. Discusión  

En el presente trabajo se analizó el efecto de la fertilización con N y el método de finalización del 

CCI para explicar cómo la composición de los exudados de plantas de avena y la abundancia de 

bacterias que poseen genes de C‒P liasas de la vía de degradación de fosfonatos responden a ambas 

estrategias de manejo.  

Para la determinación de los FT presentes en los exudados radicales se utilizó el método de Folin-

Ciocalteu debido a que es uno de los más empleados y simples (Min et al., 2015). En la primera 

hipótesis se postuló que los métodos de finalización del CCI modifican la composición de los exudados 

radicales de avena, independientemente del nivel de fertilización. Esta hipótesis se rechaza 

parcialmente, dado que hubo interacción significativa entre el factor fertilización y el método de 

finalización (Tabla 2.3). Se observó un menor contenido de FT en los exudados de plantas CM respecto 

del contenido en las plantas secadas (DQ) o SS, en la condición sin fertilizar, además, el contenido de 

FT en los exudados de las plantas sin fertilizar fue mayor en aquéllas que se suprimieron por el método 

DQ. El mayor contenido de FT en plantas DQ sin N podría deberse a que en condiciones subóptimas 

de nutrientes las plantas exudan más compuestos fenólicos que en condiciones óptimas (Stowe y 

Osborn, 1980; Nguyen y Niemeyer, 2008). Las limitaciones en la disponibilidad de nutrientes esenciales 

como el N generan una mayor rizodeposición de metabolitos secundarios que pueden ayudar en el 

almacenamiento y defensa de la planta (Nguyen y Niemeyer, 2008).  

Una posible explicación es que el glifosato tiene la capacidad de estimular la actividad PAL en 

plantas con la consecuente acumulación de compuestos fenólicos derivados de esta enzima ( Duke y 

Hoagland, 1978; Duke et al., 1980). Se ha demostrado que el glifosato aumenta la actividad PAL tanto 

en plántulas de soja (Duke et al., 1980; Hoagland et al., 1979) como de maíz (Duke y Hoagland, 1978). 

Marchiosi et al., (2009) también observaron un aumento en la actividad PAL y en la producción de 

derivados del ácido benzoico (p−hidroxibenzoico y ácido vinílico) en raíces de soja sensibles a glifosato 

como consecuencia del tratamiento con este herbicida.  

A su vez, la falta de efecto en CM y SS podría deberse a la presencia de un efecto sinérgico sólo 

en la combinación CCI y DQ. Teasdale et al., (2005) observaron un efecto sinérgico en la combinación 

CCI y herbicida para suprimir malezas, y concluyeron que este efecto tóxico podría atribuirse a los 

aleloquímicos producidos por el CCI en sí o por compuestos químicos liberados por microorganismos 

asociados con la descomposición de los residuos del cultivo de cobertura. Sin embargo, los autores 

resaltaron que aún falta información para entender el efecto que podría tener esta combinación sobre 

la abundancia de grupos específicos de microorganismos sensibles a glifosato presente en los 

exudados (Teasdale et al., 2005).  

El análisis de los espectros IR, mostró que los exudados de plantas suprimidas por CM 

presentaron mayores valores de absorbancia, mayor definición y diferenciación de las bandas en la 
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región 1200-950 cm-1 respecto de DQ y SS probablemente como consecuencia de un incremento en la 

exudación de polisacáridos, compuestos oxigenados y fosforados del tipo fosfodiéster (Figura 2.6). Esta 

última asignación se ve reforzada por el mayor contenido de PT detectado en los exudados radicales 

de plantas CM (Tabla 2.3). Este aumento podría estar relacionado, por un lado, con la removilización 

del P de los tejidos senescentes, como rastrojo, corona y raíces. Oyarzabal y Oesterheld, (2009) 

observaron que uno de los mecanismos de tolerancia a la defoliación de Sporobolus indicus L. es la 

removilización de P. A su vez, Hokka et al., (2004) reportaron que la defoliación aumentó la colonización 

por HMA de las raíces de una gramínea perenne (Phleum pratense L.) con respecto al control sin 

defoliar en un ensayo en invernáculo, y atribuyeron el aumento a un mayor contenido de C en las raíces. 

Por lo tanto, el corte de la avena podría estimular la germinación y el crecimiento de HMA, los cuales 

son conocidos por su capacidad para mejorar la adquisición de P (Kobae, 2019). Por el contrario, el 

menor contenido de PT en exudados de plantas finalizadas por DQ con respecto a CM podría deberse 

a que el glifosato afecta la colonización de HMA (Druille et al., 2013; Zaller et al., 2014).  

Por otra parte, se observó un incremento en la banda 2850 cm-1 para CM la cual podría indicar 

un mayor contenido de grupos -CH2- (Figura 2.4). Se registró, además, una menor intensidad y un 

ensanchamiento de la banda centrada en 1421 cm-1 y una mayor intensidad y definición de la banda 

centrada en 1380 cm-1 en el método CM. Sravan Kumar et al., (2015) atribuyeron esa banda a la 

deformación del enlace O-H en fenoles, en un análisis de hojas de plantas herbáceas. Sin embargo, el 

análisis conjunto de la banda en 2850 cm-1 y de FT, sugeriría que esa banda se debe principalmente a 

grupos metilo, lo cual podría implicar un incremento en la cantidad de compuestos del tipo polisacáridos 

y/o un mayor grado de ramificación. Por otro lado, no se puede descartar la posible asociación entre 

compuestos fenólicos y polisacáridos (glucosilación y/u otras asociaciones) como se da en los ácidos 

ferúlicos, siríngico y cafeico, entre otros (Šamec et al., 2021). El incremento de hidratos de carbono y 

grupos metilo indicaría un incremento relativo de ácidos ferúlicos. El ácido ferúlico, junto con otros 

ácidos fenólicos, ha sido encontrado en extractos acuosos de residuos de plantas de avena (Chon y 

Kim, 2004). Stoklosa et al., (2008), reportaron que los residuos de avena tienen efecto alelopático sobre 

malezas y que este efecto estuvo asociado a la presencia de ácido cafeico, ácido hidroxicinámico, ácido 

ferúlico, ácido m-cumárico, ácido p-cumárico y cumarina. Sin embargo, debido a que en CM se observó 

un menor contenido de FT, la exudación de estos compuestos con potencial aleloquímico no se 

consideraría fitotóxica ya que no supera las 100 ppm (Otte et al., 2020). Por lo tanto, estos cambios 

podrían atribuirse a una respuesta metabólica frente a la situación de estrés producida por el corte 

(Siqueira et al., 1991).  

En la segunda hipótesis se postuló que la DQ incrementa la abundancia de bacterias que poseen 

genes de C‒P liasas de la vía de degradación de fosfonatos en la comunidad microbiana rizosférica. 

Dado que la PCR cuantitativa mostró similar abundancia del gen phnJ en los métodos de finalización, 
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se rechaza la hipótesis planteada (Tabla 2.4). Kulikova et al., (2020) reportaron resultados similares 

para tres tipos de suelos (sódico-podzólico, suelo forestal gris y chernozem lixiviados) incubados 14 

días con glifosato, donde no observaron diferencias en la abundancia de los genes phnJ que codifican 

para C‒P liasas de α- y γ-proteobacteria respecto del control sin herbicida. La amplia presencia de 

fosfonatos naturales en el suelo (McGrath et al., 2013; Chin et al., 2016) y el aumento de P, fosfatasa 

y ácidos grasos microbianos reportado por el uso de CCI (Hallama et al., 2021) podrían enmascarar los 

cambios en la abundancia de genes bajo la influencia temporal de glifosato exudado en la rizosfera.  

Se encontró que el contenido de PT en los exudados radicales se correlacionó significativa y 

positivamente con el número de copias del gen phnJ. Esta correlación es muy interesante ya que estaría 

indicando que las bacterias que degradan fosfonatos juegan un rol importante en el ciclo global de P. 

Como se mencionó anteriormente, el método CM presentó mayor contenido de PT y en los espectros 

se observaron compuestos fosforados del tipo fosfodiésteres. La proliferación de hongos micorrícicos 

y bacterias que degradan fosfonatos (portadoras de phnJ) podrían aportar mayores niveles de Pi a la 

planta, explicando a su vez la mayor liberación de P medido en sus exudados. En el caso de las plantas 

finalizadas por DQ, las diferencias en el contenido de PT en los exudados con respecto a los exudados 

de plantas CM y SS, respectivamente, podría deberse a que sólo las bacterias que degradan fosfonatos 

estarían suministrando P a la planta, metabolizando tanto glifosato como otros fosfonatos presentes en 

el suelo rizosférico.  

Pese a los cambios observados en los exudados de plantas sometidas a los distintos métodos 

de finalización, no hubo cambios concomitantes en la abundancia de bacterias que degradan 

fosfonatos. Probablemente, estudios de expresión dirigidos al ARNm de phnJ arrojarían más 

información sobre este tema. 

5. Conclusiones  

Los resultados de este capítulo indican que la respuesta de los métodos de finalización a la 

exudación de compuestos fenólicos fue dependiente de la fertilización, ya que el método DQ presentó 

un mayor contenido de FT en relación con CM, sólo en la condición sin N. A su vez, los métodos de 

finalización tuvieron un efecto diferencial sobre el perfil químico de exudación de avena, no así la 

fertilización nitrogenada. Si bien la exudación fue distinta en plantas finalizadas por CM respecto a SS 

y DQ, no se produjeron cambios en la abundancia del gen phnJ en la rizosfera de las plantas 

independientemente de los métodos de finalización. 
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CAPÍTULO 3 

ANÁLISIS DEL MICROBIOMA RIZOSFÉRICO DE Avena sativa L. EN RELACIÓN CON LA 

FERTILIZACIÓN NITROGENADA Y LOS MÉTODOS DE FINALIZACIÓN DEL CULTIVO 

 

        Parte de este capítulo fue publicado: Ammonia oxidizing prokaryotes respond differently to 

fertilization and termination methods in common oat’s rhizosphere. Frontiers in Microbiology. 

12:746524. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.746524. 

 

1. Introducción  

Entre los beneficios que brinda el uso de los CCI de gramíneas, se destaca la capacidad para 

absorber nitratos residuales, evitando las pérdidas por lixiviación. Sin embargo, los CCI generalmente 

son fertilizados con N a la siembra o en macollaje para maximizar la producción de biomasa y, por 

ende, mejorar sus beneficios, ya que luego retorna al suelo por los procesos de amonificación y 

nitrificación, contribuyendo a la nutrición del cultivo sucesor (Fernández et al., 2012; Balkcom et al., 

2018). Reiter et al., (2008) reportaron que la dosis más alta de nitrato de amonio (67 kg ha-1) aplicada 

en macollaje maximizó la producción de biomasa de centeno en relación con el tratamiento con bajos 

niveles de N (34 kg ha-1). Por el contrario, Ridley (2012) encuentra que el uso de bajos niveles de 

fertilización nitrogenada (23 kg ha-1) aplicados en macollaje fue suficiente para generar diferencias 

significativas en el nivel de producción de materia seca y cobertura de avena a partir de fines de 

macollaje y hasta el secado químico. Tanto los métodos de finalización como la fertilización aplicada a 

los CCI implican un cambio en la bioquímica de las plantas, que necesariamente se refleja en el 

metabolismo de la zona radical. 

Diversos estudios han mostrado que los CCI influyen sobre, por ejemplo, las pérdidas de N como 

de N2O (óxido nitroso) o nitrato del suelo (Basche et al., 2014; Singh et al., 2020), pero pocos reportan 

efectos de los métodos de supresión de CCI sobre los microorganismos implicados en el ciclo 

biogeoquímico del N edáfico. Damin et al., (2008, 2010) observaron un aumento del N edáfico luego 

del tratamiento con glifosato y glufosinato de amonio en el CC de Brachiaria decumbens, indicando que 

ambos herbicidas promueven la exudación de amonio (NH4
+). Asimismo, Mijangos et al., (2009) 

reportaron niveles aumentados de amonio en suelo rizosférico de plantas de triticale tratadas con 

glifosato. En tanto, Tenuta y Beauchamp, (1996) observaron que la aplicación de glifosato y 

consecuente senescencia de plantas de Bromus inermis y Poa pratensis L., resultaron en significativos 

aumentos en la tasa de desnitrificación potencial 14 y 49 días post-aplicación, en comparación con 

suelos no tratados o bajo barbecho. El corte o defoliación de las plantas también podría impactar sobre 

la comunidad microbiana del suelo por alterar la cantidad y composición de los exudados radicales, así 
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como por reducir la demanda de agua y nutrientes por parte de la planta (Paterson y Sim, 1999; 

Thornton et al., 2004; Paterson et al., 2005; Hamilton et al., 2008). Se ha reportado que el corte o la 

defoliación de Lolium perenne L. pueden aumentar la rizodeposición de C estimulando la mineralización 

del suelo para liberar nitrato que es adquirido por las raíces sin lixiviarse del suelo (Capstaff et al., 

2021). Estas investigaciones, aunque sugieren que podría haber efectos sobre los microorganismos 

involucrados en el ciclo del N, no analizaron esos cambios. La nitrificación y la desnitrificación son las 

dos principales transformaciones del N en el suelo. La nitrificación es principalmente la oxidación 

autotrófica del amoníaco (NH3) a nitrito (NO2
-) y luego a nitrato (NO3

-). El paso limitante en la nitrificación 

es la oxidación de NH3 a NO2
-, por la enzima de membrana amonio-monooxigenasa (AMO) (Myrold y 

Posavatz, 2007), codificada por el gen amoA en BOA y AOA. La desnitrificación, en tanto, es la 

reducción secuencial de NO3
-, pasando por NO2

- y NO (óxido nítrico), a las formas gaseosas N2O y 

eventualmente, N2 molecular. El proceso de reducción de nitrito a óxido nítrico es el segundo paso de 

la vía de desnitrificación, y los genes nirK y nirS codifican para reductasas de nitrito de similar 

funcionalidad, pero distinta estructura. La rizosfera es un sitio con alta actividad desnitrificadora, por la 

provisión de C en los exudados y el bajo tenor de O2 (Achouak et al., 2019). 

Los genes amoA de BOA/AOA y nirK/nirS han sido utilizados extensamente como marcadores 

moleculares de los grupos microbianos responsables de dichos procesos (Rotthauwe et al., 1997; 

Kandeler et al., 2006; Leininger et al., 2006). Hart et al., (2009) analizaron los efectos de glifosato sobre 

las bacterias desnitrificadoras en la rizosfera de maíz, no encontrando cambios apreciables en la 

abundancia y diversidad de este grupo. Sin embargo, este trabajo fue llevado a cabo en un ensayo de 

campo de un año, bajo condiciones de sequía, lo que aporta limitada información al respecto. En tanto, 

Guo et al., (2018) reportaron que el corte o defoliación anual de plantas C3 (Ambrosia trifida, Solanum 

carolinense y Euphorbia dentate) y C4 (Tridens flavus, Sporobolus compositus y Sorghum halepense) 

aumentó la abundancia de genes implicados en la desnitrificación (norB, nirK, nirS y narG) respecto de 

las plantas sin defoliar, con la consecuente disminución del contenido de nitrato del suelo. Resultados 

recientes obtenidos por Allegrini et al., (2019) demuestran que comunidades microbianas de la rizosfera 

de plantas de avena de 60 días son influenciadas diferencialmente por el método de finalización 

aplicado al CCI. El gen amoAAOA mostró una abundancia significativamente menor en el método de 

finalización con glifosato respecto del método de corte a los 26 días, mientras que para BOA la 

abundancia promediada para todas las fechas de muestreo también resultó significativamente menor 

en el método con glifosato. La exudación de la molécula de glifosato hacia la rizosfera en plantas 

sensibles junto con la modificación inducida por glifosato en la cantidad y calidad de los exudados 

podrían explicar esta reducción en la abundancia de microorganismos oxidantes del amoníaco.  

Estudios realizados por Kremer et al., (2005) sobre soja resistente a glifosato indican que el 

herbicida exudado en la rizosfera impone diversos efectos sobre la biología y ecología del microbioma 
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rizosférico, sobre sus interacciones y con la planta. En diversas investigaciones en cultivos resistentes 

a glifosato se ha observado un impacto negativo de formulados comerciales de herbicida sobre grupos 

específicos de microorganismos de la rizosfera (Zobiole et al., 2011). Entre los grupos de bacterias 

rizosféricas, se ha reportado que especies del género Pseudomonas, bacterias reductoras de Mn, 

bacterias productoras de AIA y Bradyrhizobium japonicum son afectadas por el tratamiento de soja con 

glifosato (Zablotowicz y Reddy, 2004; Zobiole et al., 2011; Aristilde et al., 2017). Asimismo, Lorch et al., 

(2021) encontraron que en pastizales naturales de la Pampa Deprimida desecados con glifosato a fines 

del verano, hubo una reducción en la abundancia y un cambio en la estructura de la comunidad de 

Pseudomonas cultivables del suelo. Las alteraciones bioquímicas de las plantas tratadas con glifosato 

también pueden modificar la habilidad competitiva de bacterias sobre hongos (Ratcliff et al., 2006) o 

aumentar la incidencia de enfermedades (Hammerschmidt, 2017). En una revisión donde analizaron el 

efecto del glifosato sobre la resistencia a enfermedades y la salud de los cultivos, Martinez et al., (2018) 

reportaron que la población y/o la virulencia de ciertas especies fitopatógenas (como Fusarium y 

Rhizoctonia) puede aumentar después de la aplicación de glifosato a plantas resistentes y susceptibles 

al herbicida. 

No obstante, un número considerablemente menor de estudios se ha focalizado en la 

comparación de comunidades microbianas de la rizosfera de cultivos sensibles (Mijangos et al., 2009; 

Imparato et al., 2016; Allegrini et al., 2019) como resultado de distintos tratamientos de finalización. 

Allegrini et al., (2019) en un experimento con avena, como CCI, en condiciones controladas, observaron 

que el método de supresión de la planta influye sobre la abundancia relativa de algunos taxones 

(Betaproteobacteria, Verrucomicrobia, Mesorhizobium, Gaiella) en la rizosfera. Por otra parte, Schafer 

et al., (2014) reportaron que la exposición a glifosato en variedades sensibles o resistentes al herbicida 

de la maleza Ambrosia trifida resultaba en diferencias en la abundancia relativa de algunos patógenos 

(Verticillum y Xanthomonas) y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, Burkholderia). 

A su vez, si bien algunos trabajos han evaluado la respuesta de la comunidad microbiana al corte o 

defoliación de las plantas, los resultados reportados son contradictorios. Guo et al., (2018) encontraron 

que las abundancias relativas de algunas bacterias del suelo como Actinobacteria, Bacteroidetes, 

Chloroflexi y Planctomycetes se vieron afectadas por el corte o defoliación en un pastizal dominado por 

plantas C3 y C4. En tanto, Xia et al., (2019) reportaron que la defoliación intensiva de Cynodon dactylon 

x C. transvaalensis y Agrostis stolonifera favoreció a bacterias oligótrofas (Acidobacteria y 

Alfaproteobacteria) sobre las copiótrofas (Betaproteobacteria y Bacteroidetes) en suelo. Sin embargo, 

mediante un estudio de secuenciación de amplicones del ARNr 16S, Carey et al., (2015) observaron 

que el tratamiento corte no afectó la estructura y abundancia relativa de la comunidad microbiana del 

suelo.  
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Por lo tanto, en base a los antecedentes existentes en la literatura y a resultados previos del 

grupo de trabajo, se plantea como hipótesis que los métodos de finalización de CCI afectan la 

abundancia y actividad BOA y AOA, de bacterias desnitrificantes y la estructura de la comunidad de 

procariotas en la rizosfera de avena, debido a los efectos sobre la rizodeposición y el turnover radical, 

e independientemente de la fertilización. Asimismo, se espera que la fertilización con N inorgánico 

favorezca a BOA sobre AOA en la rizosfera de la avena, independientemente del método de 

finalización. Para contrastar estas hipótesis, se plantean los siguientes objetivos: 1) evaluar el efecto 

combinado de la fertilización nitrogenada y los métodos de finalización de avena sobre la actividad 

potencial nitrificante, la abundancia de procariotas nitrificantes (BOA y AOA) y desnitrificantes utilizando 

la qPCR de los genes marcadores (amoA, nirS y nirK) como proxies de la abundancia de esos grupos, 

y 2) analizar la diversidad (estructura y composición) de la comunidad de Bacteria mediante la 

secuenciación masiva de amplicones de la región V4 del gen ARNr 16S, en un ensayo en invernáculo 

bajo condiciones controladas. 

2. Materiales y métodos 

2.1. Diseño del ensayo 

El diseño del ensayo se detalla en profundidad en la sección 2.1 del capítulo 2. Brevemente, se 

realizó un ensayo con plantas de avena como modelo experimental en invernáculo con dos factores de 

estudio: fertilización con dos niveles: con y sin N (100 kg N ha-1, urea) y método de finalización (tres 

niveles), con 4 réplicas por tratamiento. A los 92 días desde la fecha de siembra (estadio Z3.1, Zadoks 

et al., 1974), se finalizó el CCI, determinando 3 niveles del factor: 

1) Sin supresión (SS), muestreo de plantas vivas.   

2) Corte mecánico (CM) de plantas con tijeras a 1 cm desde la superficie del suelo. 

         3) Secado de plantas con aplicación de glifosato (DQ) a una dosis equivalente a 3 litros ha-1.  

El muestreo de raíces y suelo rizosférico fue destructivo con cuatro réplicas por tratamiento, antes 

de la fecha de aplicación de los métodos de finalización (SS) y a los 12 días postsupresión (CM y DQ, 

24 muestras en total).  

2.2. Determinación de parámetros químicos del suelo 

Se determinó el contenido total de P (Pt) en el suelo rizosférico por medio de Espectrometría de 

Emisión Atómica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-AES, Shimadzu 9000 Simultáneo de Alta 

Resolución) en el laboratorio de servicios LANAQUI (CERZOS-CONICET). 

Se tomaron muestras de suelo no rizosférico de las macetas en el momento de aplicación de los 

métodos de finalización del CCI y a los 12 días postsupresión. Las muestras fueron secadas al aire, 

tamizadas (<2 mm) y remitidas al Laboratorio de Servicios Analíticos de Suelos, Plantas y Ambiente 
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(LABSPA, CERZOS-CONICET-UNS) para determinar el contenido de nitrógeno total (Nt), nitrógeno de 

amonio (N-NH4), nitrógeno de nitratos (N-NO3) (semimicro Kjeldahl) y fósforo extractable (Pe) (Bray y 

Kurtz, 1945). 

2.3. Determinación de la actividad de nitrificación  

Para la determinación de la actividad de nitrificación se siguió el procedimiento descripto por Hart 

et al., (1994), con modificaciones (1,5 g en 10 ml de buffer de reacción). El buffer de reacción [0,3 mM 

KH2PO4, 0,7 mM K2HPO4, 0,05 mM (NH4)2SO4 y 10 mM KClO3] se preparó el mismo día en el que se 

inició la incubación de la suspensión de suelo. La suspensión de suelo se preparó en Erlenmeyer 

estériles (125 ml) y se preincubó por 1 h en un agitador orbital (25°C, 180 rpm en oscuridad) hasta 

obtener una suspensión homogénea; a continuación, se tomaron muestras de 1 ml a las 0, 2, 4, 20 y 

22 h de acuerdo con lo sugerido por Hart et al., (1994). Las muestras se centrifugaron a 15000 rpm y 

4°C en una microcentrífuga (Hermle Z32-HK), el sobrenadante se transfirió a tubos nuevos y se 

conservó a −20°C hasta su uso. El análisis cuantitativo de la concentración de nitrito se realizó en 

microplacas de polipropileno de fondo plano de 96 pocillos según el método de diazotación (reacción 

de Griess) con ácido sulfanílico (0,8 % p/v en ácido acético; Britania®, Argentina) y N-(1-Naftil) 

etilendiamina 2HCl (0,1% p/v en ácido acético; Carbosynth®, Reino Unido). La absorbancia se midió a 

540 nm y 25°C en un lector de microplacas (BMG Labtech FLUOstar Optima, Alemania). La tasa de 

producción de nitrito se calculó por regresión lineal de la concentración de la solución sobre hora. 

Después de la corrección por contenido de humedad del suelo y la conversión en base a peso del suelo 

seco (pss), se calculó la actividad potencial nitrificante (APN) utilizando la fórmula descrita por Drury et 

al., (2006) y reportado en µg N-NO2
- g-1 pss h-1.  

2.4. Análisis molecular de la comunidad microbiana  

2.4.1. Extracción de ADN de suelo rizosférico y cuantificación  

La extracción de ADN a partir de 250 mg de suelo rizosférico se llevó a cabo utilizando el kit 

DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen GmbH, Alemania). La cuantificación usando el kit QuantiFluor® ds DNA 

System (Promega®, Estados Unidos) en un fluorómetro Quantus (Promega®, Estados Unidos) y la 

calidad del ADN fue analizada en un gel de agarosa al 1% y en un espectrofotómetro de la serie DS-

11 FX (DeNovix®, Estados Unidos), usando como indicador las relaciones de absorbancias (A260/A230 

y A260/280A).  

2.4.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) de diferentes grupos microbianos  

La abundancia de procariotas se estimó por cuantificación del número de copias del gen ARNr 

16S por qPCR, utilizando cebadores universales para Bacteria (338F/518R, Fierer et al., 2005) y para 
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Archaea (Arch346aF/Arch934b, Hoshino et al., 2011). Los cebadores se detallan en la Tabla 3.1. Para 

Bacteria el número de copias fue calculado a partir de una curva estándar construida con diluciones 

decimales de un plásmido con inserto clonado de dicho gen obtenido a partir de Pseudomonas 

aeruginosa (196 pb). Para Archaea el número de copias fue calculado a partir de una curva estándar 

construida con diluciones decimales de un plásmido con inserto (570 pb) del gen clonado a partir de 

ADN metagenómico obtenido de un digestor anaeróbico. La composición de la mezcla de reacción, el 

programa de amplificación del gen ARNr 16S de Bacteria y Archaea y los rangos de las curvas estándar 

empleados se detallan en la Tabla 2 del Anexo I.  

Para estimar la abundancia de BOA y AOA se cuantificó el número de copias del gen amoA de 

BOA y AOA con los cebadores descriptos en la Tabla 3.1. La composición de las mezclas de reacción, 

los programas de amplificación del gen amoA de BOA y AOA y los estándares se prepararon según 

Zabaloy et al., (2015) y Zabaloy et al., (2017), respectivamente (Tabla 2, Anexo I). Se calcularon las 

abundancias relativas (AR) de los genes indicadores de BOA y AOA, es decir, en relación con el número 

de copias del gen del ARNr 16S de Bacteria (BOA: Bacteria) y Archaea (AOA: Archaea). Asimismo, se 

calculó la abundancia del gen amoAAOA con relación al gen amoABOA (AOA: BOA). 

La abundancia de bacterias desnitrificantes se estimó por cuantificación del número de copias de 

los genes nirK y nirS (Kandeler et al., 2006), con los cebadores detallados en la Tabla 3.1. El número 

de copias de nirK fue calculado a partir de una curva estándar construida con diluciones decimales de 

un plásmido con inserto clonado de dicho gen (425 pb) obtenido a partir de Pseudomonas aeruginosa. 

Para nirS el número de copias fue calculado a partir de una curva estándar construida con diluciones 

decimales de un plásmido con inserto clonado de dicho gen obtenido a partir de Alcaligenes faecalis 

(160 pb). La composición de la mezcla de reacción, el programa de amplificación de los genes de nitrito 

reductasas y los rangos de las curvas estándar empleados se detallan en la Tabla 2 del Anexo I. 

Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador de tiempo real ABI 7500 y su software 

asociado 7500 Software v.2.0.3 (Applied Biosystems®, Estados Unidos). 
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Tabla 3.1. Cebadores utilizados para qPCR. 

Grupo Cebador Secuencia (5’3’) Tamaño 
(pb) 

Referencia 

Bacteria 338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG   

 518R ATTACCGCGGCTGCTGG 196 Fierer et al., 

(2005) 
Archaea Arch346aF CGGGGYGCASCAGGCGCGAA   

 Arch934b GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 570 Hoshino et al., 
(2011) 

BOA amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT   

 amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 491 Rotthauwe et al., 

(1997) 
AOA amoA19F ATGGTCTGGCTWAGACG  Leininger et al., 

(2006) 
 CrenamoA616r48x GCCATCCABCKRTANGTCCA 624 Schauss et al., 

(2009) 
nirK nirK876 ATYGGCGG VAYGGCGA   

 nirK1040 GCCTCGAT CAGRTTRTGGT 160 Henry et al., 

(2004) 
nirS nirSCd3aF AACGYSAAGGARACSGG   

 nirSR3cd GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA 425 Kandeler et al., 

(2006) 
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2.4.3. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

El análisis metagenómico descripto a continuación se llevó a cabo a partir de tres de las cuatro 

réplicas de los métodos de finalización (SS1, SS2, SS3; SSN1, SSN2, SSN3; CM1, CM2, CM3; CMN1, 

CMN2, CMN3; DQ1, DQ2, DQ3; DQN1, DQN2, DQN3).  

El proceso de secuenciación de amplicones del gen codificante para el ARNr 16S (“barcoded 

amplicon sequencing”, en inglés), se llevó a cabo con la tecnología Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA, Estados Unidos) con un largo de lecturas de 2×300 pb y un mínimo de profundidad de 

secuenciación de 15000 paired-end-reads por corrida. La librería de genes fue preparada con los 

cebadores 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) y 806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′) 

dirigidos a la región V4 del gen codificante para el ARNr 16S, usando el protocolo Fluidigm®  (Anexo II) 

del laboratorio de servicios de ADN, Roy J. Carver Biotechnology Center de la Universidad de Illinois 

(Urbana-Champaign, Estados Unidos). Los archivos FASTQ fueron generados y demultiplexados por 

el servicio de secuenciación con el Software de Conversión bcl2fastq v2.20 (Illumina, San Diego, CA, 

Estados Unidos). 

2.5. Análisis bioinformático  

El archivo FASTQ fue procesado en QIIME2 2019.7 (Bolyen et al., 2019) usando los pipelines 

recomendados para pares de lecturas basadas en el algoritmo denoising dada2. DADA2 es el algoritmo 

desarrollado recientemente que genera variantes de secuencia de amplicones (ASVs) como 

secuencias representativas (Callahan et al., 2016).  El método de ASV infiere las secuencias biológicas 

en la muestra antes de la introducción de errores de secuenciación y amplificación, y distingue las 

variantes de secuencia que difieren en tan solo un nucleótido. Los métodos ASV han demostrado una 

sensibilidad y especificidad tan buenas o mejores que los métodos OTU y discriminan mejor los 

patrones ecológicos (Callahan et al., 2017). 

Los cebadores fueron removidos usando el argumento p-trim-left dentro del comando “dada2 

denoised-paired”. El argumento de corte dentro del comando “dada2 denoised-paired” fue de 283 pb 

para las lecturas forward y 251 pb para las lecturas reverse (valores de Q media >27 informados por 

Interactive Quality Plot tool de QIIME2), mientras que se estableció un valor por default de 2 para el 

número esperado de errores (E). Después de las etapas de procesamiento, eliminación de cebadores, 

corte, filtrado, denoising y remoción de quimeras se obtuvo la tabla de ASVs. Finalmente, los ASVs 

fueron clasificados taxonómicamente utilizando el clasificador bayesiano Ribosomal Database Project 

(RDP) Classifier (https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp). Las secuencias fueron asignadas 

taxonómicamente a nivel de género, familia, orden, clase y filo.  
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La tabla de ASVs fue rarefaccionada (función rarefy) según la muestra con el menor número de 

secuencias (38934 secuencias) y se obtuvieron las curvas de rarefacción (función rarecurve). La tabla 

rarefaccionada fue utilizada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2020) del software estadístico 

R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1335) para el cálculo de las siguientes métricas de diversidad 

α: los índices de heterogeneidad de Shannon (H’) y el recíproco del índice de Simpson (1/λ), la riqueza 

[número de ASVs observados (S’) e índice de Chao-1] y la equitatividad de cada muestra (Anexo III). 

Las secuencias fueron alineadas con el programa de múltiples alineamientos MAFFT v. 7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html) para calcular la distancia UniFrac. Con las secuencias 

alineadas se construyó un árbol filogenético basado en el método de Neighbor-joining usando el 

paquete ape v5.4-1 (Paradis y Schliep, 2018) y el paquete phangorn v2.5.5 (Schliep, 2011) del software 

estadístico R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1355). El árbol filogenético y la tabla de ASVs 

rarefaccionada fueron usados en el paquete GUniFrac v1.1 (Chen, 2021) del software estadístico R 

v3.6.1 para calcular la distancia UniFrac generalizada. 

2.5.1. Análisis estadísticos 

Los modelos lineales mixtos se ajustaron a los parámetros químicos del suelo (Pt, Pe, N-NH4 y 

N-NO3), APN, qPCR (log10 del número de copias μg-1 ADN y abundancia relativa) e índices de 

diversidad α (riqueza, equitatividad e índices de heterogeneidad) utilizando PROC GLIMMIX del 

software estadístico SAS versión 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA). La fertilización y los métodos de 

finalización se consideraron efectos fijos y la maceta como efecto aleatorio. Se consideró un P<0,2 

como evidencia de interacción (Littell et al., 2002). Cuando fue apropiado, las medias de mínimos 

cuadrados (lsmeans) se separaron usando la opción lines de la declaración lsmeans, estableciendo la 

probabilidad de error de Tipo I (α) en 0,05. Los coeficientes de correlación de Pearson (α=0,05) 

obtenidos con el procedimiento CORR de SAS, se utilizaron para evaluar la relación entre la abundancia 

de los genes de nitrificación (BOA y AOA) y la función (FT y APN).  

Los datos de secuenciación de amplicones se analizaron utilizando un enfoque tradicional y de 

composición ( Gloor y Reid, 2016; Gloor et al., 2017). En el primer caso, la distancia UniFrac fue usada 

como entrada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2020) del software estadístico R v3.6.1 

dentro de RStudio (versión 1.2.1355) para el análisis multivariado de la diversidad β a través del 

escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) utilizando la función metaMDS. En el segundo caso 

partiendo de la tabla de ASVs inicial resultante de la plataforma de clasificación RDP, que contenía 

12320 ASVs, se procedió a realizar una serie de pasos de filtrado y selección de ASVs. Primero, se 

agruparon las reads de los ASVs pertenecientes a un mismo género, lo que resultó en un total de 924 

géneros. Este conjunto se redujo aún más ya que sólo se mantuvieron los géneros con una abundancia 

relativa promedio >0,1% (Gloor y Reid, 2016), resultando 183 géneros. Estos géneros con las reads de 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html
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los ASVs se ingresaron luego en la plataforma de detección de predictores JMP® para proporcionar 

una identificación inicial de los géneros que responden a los efectos del tratamiento utilizando un 

método de remuestreo bootstrap (SAS Institute Inc, 2018; Villamil et al., 2021). Como resultado se 

obtuvo una tabla de 51 ASVs clasificadas a nivel de género que contribuyeron al menos en un uno por 

ciento a la variabilidad de los algoritmos del modelo. Los datos de esta tabla fueron transformados a 

centered log-ratio (clr) (Aitchison, 1986), previo reemplazo de los valores ceros mediante el 

procedimiento “cmultRep1” del paquete zCompositions (Palarea-Albaladejo y Martín-Fernández, 2015). 

Luego, los datos transformados fueron usados como entradas para el análisis de componentes 

principales (ACP). 

El ACP se realizó utilizando el procedimiento FACTOR en el software estadístico SAS versión 9.4 

(SAS Institute, Cary, NC, USA) con priors=1, los reads de los ASVs transformados a centered log-ratio 

se resumieron en un conjunto de variables compuestas no correlacionadas o componentes principales 

(CPs).  Las CP con autovalor ≥1 que explicaban al menos el 5% de la variabilidad en el conjunto de 

datos se utilizaron como variables independientes para análisis posteriores. Los géneros con 

correlación significativa con cada CP (>|0,5|) fueron considerados sensibles y se utilizaron en la 

descripción de las CP. Los modelos lineales se ajustaron a cada CP utilizando el procedimiento 

GLIMMIX para evaluar el efecto de la fertilización, del método de finalización y su interacción sobre la 

comunidad bacteriana de la rizosfera de avena. La fertilización y los métodos de finalización fueron 

considerados efectos fijos en los análisis de la varianza. Cuando fue apropiado, las medias de mínimos 

cuadrados (lsmeans) se separaron usando la opción de lines del comando lsmeans, estableciendo la 

probabilidad de error de Tipo I (α) en 0,05.  

Se realizó un análisis multivariado de la varianza no paramétrico permutacional (PERMANOVA 

con la función adonis en el paquete vegan; Anderson, 2001) usando matrices de distancia (distancia 

UniFrac generalizada) y 1000 permutaciones para estudiar la existencia de efectos estadísticamente 

significativos (P<0,05) de la fertilización, del método de finalización, como así también para evaluar la 

interacción (Ramette, 2007). En el caso particular del efecto de interacción, se realizó la misma 

consideración que la mencionada anteriormente respecto del P-valor. Las comparaciones de a pares 

fueron examinadas usando el paquete RVAIDeMemoire v0.9-80 (Hervé, 2021) (función 

pairwise.perm.manova sin correcciones, 1000 permutaciones) del software estadístico R v3.6.1 dentro 

de RStudio (versión 1.2.1355). 

Se utilizó el Software SigmaPlot versión 10.0 para graficar las relaciones estadísticamente 

significativa entre las CPs y los tratamientos, sobre los géneros cuyo loading fue >|0,5|. Las Figuras 

3.3-3.5 se componen de dos gráficos: el primer gráfico (A) muestra el score medio de la CP para cada 

método de finalización y sus errores estándar (como barras de error), y el segundo (B) señala la 

contribución de cada género indicador al valor medio de la CP para cada método de finalización. Esta 
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contribución se calcula como el valor medio de la CP para un determinado método de finalización (Tabla 

3.11) multiplicado por el loading de los géneros específicos dentro de la CP (Tabla 3.12), denominados 

M×L en cada gráfico.  

3. Resultados 

3.1. Parámetros químicos del suelo 

En la Tabla 3.2 se indican los resultados del análisis de los parámetros químicos del suelo: Pt, 

Pe, Nt, N-NH4 y N-NO3. Los resultados muestran que la interacción entre los factores de estudio 

(fertilización × método de finalización) no fue estadísticamente significativa para ningún parámetro 

químico del suelo (Tabla 3.2). Al analizar los efectos principales, se observó un efecto altamente 

significativo del método de finalización para el contenido de Pt presente en el suelo rizosférico 

(P=0,0002; Tabla 3.2). Los métodos de finalización CM y DQ presentaron un mayor contenido de Pt 

con respecto a SS (Tabla 3.2). 

Para Pe el efecto del método de finalización no resultó significativo (P>0,05; Tabla 3.2) pero sí lo 

fue el efecto correspondiente a la fertilización (P=0,019; Tabla 3.2). El contenido de Pe resultó mayor 

en el suelo sin fertilizar (sin N) con respecto al suelo fertilizado (con N) (Tabla 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 
Tabla 3.2. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para fósforo 

total (Pt), fósforo extractable (Pe), nitrógeno total (Nt), amonio (N-NH4) y nitrato (N-NO3). Al final de la 

tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los efectos 

principales (F=fertilización y M=método de finalización) y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) 

y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de finalización: desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin 

supresión (SS). Las letras DQ, CM y SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

  Pt  

mg kg-1 

Pe  

mg kg-1 

Nt 

%  

N-NH4  

mg kg-1 

N-NO3  

mg kg-1 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Fertilización (F)            

con N 12 382 9,73 6,35 b 0,21 0,13 0,002 20,29 1,97 7,73 0,98 

sin N 12 370  7,11 a  0,13  15,27  6,47  

Método de  

finalización (M) 

           

DQ 8 404,0 a 11,92 6,80 0,25 0,14 0,002 16,91 2,41 5,50 1,21 

CM 8 407,2 a  6,50  0,13  17,54  8,10  

SS 8 316,3 b  6,90  0,13  18,89  7,73  

F×M             

DQN 4 405,33 16,86 6,50 0,36 0,14 0,003 20,48 3,41 6,23 1,71 

CMN 4 412,33  6,20  0,13  19,43  9,08  

SSN 4 327,33  6,35  0,13  20,98  7,88  

            

DQ 4 402,67 16,86 7,13 0,36 0,14 0,03 13,35 3,41 4,78 1,71 

CM 4 402,00  6,80  0,14  15,65  7,05  

SS 4 305,33  6,35  0,13  16,80  7,58  

            

 gl P-valor 

F  1 0,4130 

 

 0,019 

 

 1,000 

 

 0,088 

 

 0,378 

 

 

M  2 0,0002 

 

 0,548 

 

 0,461 

 

 0,841 

 

 0,289 

 

 

F×M  2 0,8480  0,784  0,712  0,867  0,877  

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no 

significativas (P>0,05).  
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3.2. Actividad potencial nitrificante 

Los resultados del análisis de la varianza de la APN se indican en la Tabla 3.3. La interacción no 

resultó significativa, por lo que se consideraron los efectos principales (fertilización y método de 

finalización). Sólo el efecto de la fertilización resultó significativo (P<0,0001; Tabla 3.3). La APN resultó 

mayor en el suelo fertilizado (con N) con respecto al suelo sin fertilizar (sin N). 

Se analizó la correlación entre la abundancia y la actividad microbiana, y se observó una fuerte 

correlación positiva entre la APN y el número de copias del gen amoABOA (r=0,74, P=0,0004), mientras 

que la correlación entre la APN y el gen amoAAOA, fue negativa y débil (r=−0,22, P=0,39), no 

significativa. 
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Tabla 3.3. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para la 

actividad potencial nitrificante (APN). Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) 

y grados de libertad (gl) asociados a los efectos principales (F=fertilización y M=método de finalización) 

y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de finalización: 

desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras DQ, CM y SS seguidas 

de la letra N indican fertilización con urea.  

  APN (µg N-NO2
- g-1 pss h-1) 

 n Media ES 

Fertilización (F)     

con N 12 3,56 a 0,18 

sin N 12 2,02 b  

Método de finalización (M)     

DQ 8 2,88  2,23 

CM 8 2,71   

SS 8 2,78   

F×M     

DQN 4 3,66 0,32 

CMN 4 3,61  

SSN 4 3,41  

    

DQ 4 2,10 0,32 

CM 4 1,81  

SS 4 2,15  

    

 gl P-valor 

F  1 <0,0001 

M  2 0,8660 

F×M  2 0,7030 

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no 

significativas (P>0,05).  

Pss: peso seco del suelo. 
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3.3. PCR cuantitativa de genes indicadores  

La abundancia de Bacteria, Archaea, AOA, BOA, nirK y nirS fue evaluada mediante qPCR de los 

genes indicadores correspondientes. La eficiencia y las ecuaciones obtenidas del ajuste lineal de las 

curvas estándar, que describen la relación entre los valores Ct y el número de copias de cada gen 

indicador, se detallan en la Tabla 3.4. 

 

Tabla 3.4. Ecuaciones de las curvas estándar y eficiencias de las qPCR de cada gen indicador.  

Gen Grupo Ecuación R2 Eficiencia (%) 

ARNr 16S Bacteria Ct = 38,41−3,55 log10 (nº copias) 0,999 91,28 

ARNr 16S Archaea Ct = 34,54−3,77 log10 (nº copias) 0,998 84,19 

amoA AOA Ct = 33,55−3,76 log10 (nº copias) 0,996 84,47 

amoA BOA Ct = 39,08−3,88 log10 (nº copias) 0,993 80,99 

nirK nirK Ct = 36,56−3,36 log10 (nº copias) 0,999 98,57 

nirS nirS Ct = 39,58−3,68 log10 (nº copias) 0,999 87,07 

 

En la Tabla 3.5 se indican los resultados del análisis de la varianza para los distintos grupos 

microbianos al comparar el número de copias de los diferentes genes indicadores utilizados en cada 

caso.  

El análisis de los datos correspondiente a Bacteria y Archaea indicó una interacción no 

significativa entre los dos factores involucrados: fertilización y método de finalización (Tabla 3.5). En 

base a ello, se evaluaron los efectos principales. En el primer caso, ninguno de los efectos principales 

resultó significativo (P>0,05; Tabla 3.5). Para Archaea, sólo se observó un efecto principal 

marginalmente significativo del método de finalización (P=0,068; Tabla 3.5). El número de copias del 

gen ARNr 16S fue mayor en la rizosfera de plantas SS con respecto a las plantas sometidas a DQ y 

CM (Tabla 3.5).  

 Para AOA, se observó un efecto principal estadísticamente significativo del método de 

finalización (P<0,001; Tabla 3.5). El número de copias del gen amoAAOA resultó mayor en la rizosfera 

de plantas CM en comparación con las plantas SS (aumento de 1,49 veces) y DQ (aumento de 1,76 

veces), mientras que no se observaron diferencias significativas entre DQ y SS (P>0,05; Tabla 3.5). Se 

observó un efecto principal marginalmente significativo del factor fertilización (P=0,063). El número de 

copias del gen amoA fue menor en la rizosfera de plantas fertilizadas con respecto a las plantas sin 

fertilizar (Tabla 3.5).  

Al analizar la correlación entre la abundancia y actividad microbiana, se encontró una 

correlación negativa y significativa entre fenoles totales (FT) y el número de copias del gen amoAAOA 
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(r=−0,54, P=0,0195), mientras que no se observó una correlación significativa entre FT y la abundancia 

del gen amoABOA (r=−0,37, P=0,13).  

Al realizar el análisis de BOA, se observó una respuesta diferencial a la adición del fertilizante en 

la rizosfera de las plantas DQ en relación con la respuesta observada en las plantas sometidas a CM 

o SS (P=0,053; Tabla 3.5). Si bien no se observó estimulación de BOA inducida por N en las plantas 

DQ, se obtuvo un número de copias del gen amoA significativamente mayor después de la fertilización 

con N en la rizosfera de las plantas CM (2,5 veces) y SS (3,6 veces) en relación con las respectivas 

plantas no fertilizadas (P<0,05; Tabla 3.5). Al comparar entre los métodos de finalización, se encontró 

una abundancia significativamente menor de amoABOA para DQ con respecto a CM y SS dentro de la 

condición fertilizada (Tabla 3.5), un resultado que no se observó dentro del grupo no fertilizado. 

El análisis de los datos correspondientes al número de copias de los genes de reductasas de 

nitritos, indicó una interacción significativa entre la fertilización y los métodos de finalización para el gen 

nirS (P=0,042; Tabla 3.5), pero no así para el gen nirK (P=0,316; Tabla 3.5), en el cual tampoco se 

reportaron diferencias significativas para los factores principales (P>0,05; Tabla 3.5). Para el gen nirS, 

al realizar la comparación entre los niveles de fertilización bajo un mismo método de finalización, sólo 

se encontró un número de copias del gen significativamente mayor después de la fertilización con N en 

la rizosfera de plantas CM (aumentó 2,7 veces) con respecto a las no fertilizadas (P<0,05; Tabla 3.5). 

Al realizar la comparación entre los métodos de finalización no se observaron diferencias significativas 

(P>0,05; Tabla 3.5). 
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Tabla 3.5. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para el número de copias de los genes indicadores (transformada a log10). 

Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los efectos principales (F=fertilización y M=método de finalización) 

y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de finalización: desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). 

Las letras DQ, CM y SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

  Bacteria Archaea AOA BOA nirS nirK 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Fertilización (F)               

con N 9 8,60  0,04 6,75  0,02 5,91 b 0,02 6,12 0,05 6,97 0,05 7,75  0,04 

sin N 9 8,57   6,72   5,98 a  5,79  6,89  7,70  

Método de  

finalización (M)  

             

DQ 6 8,53  0,05 6,73 b 0,03 5,84 b 0,03 5,86 0,06 6,90 0,06 7,66  0,05 

CM 6 8,68   6,73 b  6,08 a  6,07  6,91  7,77   

SS 6 8,55   6,74 a  5,91 b  5,94  6,99  7,75   

F×M               

DQN 3 8,53 0,07 6,67  5,77 0,04 5,89 b 0,09 6,83 ab 0,09 7,66 0,06 

CMN 3 8,68  6,76  6,06  6,26 a  7,09 a  7,86  

SSN 3 8,59  6,81  5,90  6,21 a  7,00 ab  7,75  

              

DQ 3 8,54 0,07 6,69  5,90 0,04 5,83 b 0,09 6,97 ab 0,09 7,67 0,06 

CM 3 8,65  6,77  6,11  5,88 b  6,72 b  7,68  

SS 3 8,52  6,71  5,92  5,67 b  6,98 ab  7,74  

 gl P-valor 

F  1 0,651 0,473 0,0630 0,0006 0,276 0,292 

M  2 0,196 0,068 0,0001 0,0910 0,568 0,256 

F×M  2 0,886 0,191 0,3600 0,0530 0,042 0,316 

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  
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En la Tabla 3.6 se presentan los resultados del análisis de la varianza para los valores de 

abundancia relativa de los diferentes grupos microbianos analizados.  

Los resultados de AR para BOA y AOA indicaron ausencia de interacción entre los factores en 

estudio (P>0,05; Tabla 3.6). Para BOA, sólo fue significativo el efecto de la fertilización (P<0,05; Tabla 

3.6). La AR se incrementó 2 veces en los tratamientos fertilizados respecto a los sin N (Tabla 3.6). En 

el caso de AOA, tanto la fertilización como los métodos de finalización resultaron significativos (P<0,05; 

Tabla 6). La AR resultó 1,2 veces mayor en la rizosfera de plantas no fertilizadas respecto a las 

fertilizadas (Tabla 3.6). En cuanto a los métodos de finalización la AR de AOA fue 1,4 y 1,5 veces mayor 

en CM en comparación con DQ y SS, respectivamente (Tabla 3.6).  

En cuanto a la abundancia de AOA relativa a BOA, se observó un efecto significativo de la 

interacción (P=0,13, Tabla 3.6). La AR fue menor en la rizosfera de plantas CM y SS sometidas a 

fertilización en relación con las respectivas plantas no fertilizadas (P<0,05; Tabla 3.6). Se observó una 

disminución de 2,4 y 3,5 veces después de la fertilización en las plantas CM y SS, respectivamente. Al 

comparar entre los métodos de finalización, no se observaron diferencias significativas (Tabla 3.6). 

El análisis estadístico de las AR de los genes de la vía desnitrificadora (nirS: nirK), indicó un 

efecto significativo de la interacción (P=0,02; Tabla 3.6). Se observó una diferencia marginalmente 

significativa en la AR después de la fertilización con N en la rizosfera de las plantas desecadas 

químicamente (DQN), fue menor con respecto a las plantas no fertilizadas (DQ) (P=0,07; Tabla 3.6). 

La AR para las plantas CM tuvo el efecto contrario, se observó un aumento de 1,6 veces con la 

fertilización (CMN) en relación con las respectivas plantas no fertilizadas (CM) (P<0,05; Tabla 3.6). Al 

comparar entre los métodos de finalización, se encontró una menor AR en CM en relación con DQ y 

SS dentro de la condición no fertilizada (Tabla 3.6). 
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Tabla 3.6. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para la abundancia relativa (AR) de los genes indicadores. Relación 

entre el número de copias del gen indicador (BOA y AOA) y el gen ARNr 16S de Bacteria y Archaea, respectivamente; relación entre el gen amoA de AOA y BOA; 

relación entre el gen nirS y nirK. Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los efectos principales 

(F=fertilización y M=método de finalización) y a su interacción (F×M). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de finalización: desecación química 

(DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras DQ, CM y SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

  BOA/ Bacteria AOA/ Archaea AOA/ BOA nirS/ nirK 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES 

Fertilización (F)          

con N 9 3,67.10-3 a 4,16.10-4 1,52.10-1 b 8,22.10-3 0,67 0,11 0,17 0,01 

sin N 9 1,78.10-3 b  1,81.10-1 a  1,57  0,16  

Método de finalización (M)          

DQ 6 2,33.10-3    1,47.10-1 b 1,01.10-2 0,99 0,14 0,18 0,01 

CM 6 2,83.10-3   2,10.10-1 a  1,22  0,15  

SS 6 3,00.10-3   1,43.10-1 b  1,16  0,18  

F×M           

DQN 3 2,67.10-3 7,2.10-4 1,31.10-1 1,42.10-2 0,77 ab 0,2 0,15 ab 0,02 

CMN 3 4,00.10-3  2,00.10-1  0,71 a  0,18 a  

SSN 3 4,33.10-3  1,24.10-1  0,52 a  0,18 a  

DQ 3 2,00.10-3 7,2.10-4 1,63.10-1 1,42.10-2 1,20 bc 0,2 0,20 a 0,02 

CM 3 1,67.10-3  2,19.10-1  1,72 bc  0,11 b  

SS 3 1,67.10-3  1,62.10-1  1,80 c  0,17 a  

 gl P-valor 

F  1 0,008 0,0260 0,0001 0,606 

M  2 0,639 0,0008 0,5050 0,212 

F×M  2 0,362 0,8030 0,1300 0,020 

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  
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3.4. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

El número total de secuencias de ARNr 16S de Bacteria en cada muestra después de cada etapa 

de procesamiento (filtrado, denoising y eliminación de quimeras) se muestra en la Tabla 3.7. Como se 

observa en esta tabla, luego de realizar las distintas etapas no se removieron un número significativo 

de lecturas (reads), lo que refleja la alta calidad del conjunto de datos. Se obtuvieron un total de 883911 

secuencias con una extensión promedio de 264 nucleótidos, incluyendo las correspondientes a Bacteria 

y Archaea. El número de ASVs definidas luego del procesamiento y limpieza del conjunto total de datos 

(18 muestras) fue de 12469 para Bacteria+Archaea, de los cuales 12350 fueron clasificados como 

pertenecientes a Bacteria (99% de los ASVs), 88 a Archaea (0,71%) y 25 ASVs (0,2%) no pudieron ser 

asignados a ninguno de ellos. Los análisis posteriores se centraron sólo en el dominio Bacteria. De las 

12350 secuencias de Bacteria se retuvieron 12320 secuencias; un total de 30 (0,24%) secuencias se 

eliminaron debido a que su tamaño estaba fuera del valor promedio esperado para el amplicón, si bien 

previamente se chequeó si su identidad correspondía a secuencias bacterianas de la región V4 del gen 

codificante para el ARNr 16S mediante la búsqueda en la base de datos BLASTn. 

 

Tabla 3.7. Procesamiento de secuencias con QIIME 2. En la tabla se reporta el número de secuencias 

(sec.) obtenidas en los diferentes pasos del procesamiento. Las letras DQ indican desecación química, 

CM corte mecánico y SS sin supresión. La letra N indica fertilización con urea y el número identifica las 

réplicas de cada tratamiento. 

Muestras  Número de 
sec. de 
entrada  

Número de 
sec. 

filtradas  

Número de 
sec. 

denoised 

Número de 
sec. merged 

Número de 
sec. sin 

quimeras  

Número 
de sec. 
Bacteria 

SSN1 69398 64698 61755 54896 50630 50145 

SSN2 70390 66535 62430 53541 49001 48256 

CMN1 106942 99428 96654 92166 79369 78588 

DQ1 62126 58468 55513 47614 43727 42848 

SS1 68449 63468 60264 53129 49254 48280 

CM1 59053 55378 51763 43542 39688 38934 

SS2 67282 62583 59432 51260 47535 46954 

SSN3 61525 57504 54035 45941 42559 41918 

SS3 60000 55733 52615 45612 42349 41671 

DQ2 68814 64165 60505 51952 48110 47399 

DQ3 68932 64019 60772 52964 48574 47997 

CM2 68068 63711 60022 50987 46818 45871 

CM3 71673 66933 63534 55067 50350 49186 

DQN1 74467 69267 65531 56375 51535 50742 

DQN2 73118 68247 64567 56482 51272 50615 

CMN2 79010 73516 69754 60787 55487 54412 

DQN3 66617 62764 59495 51987 47287 46887 

CMN3 58150 54507 50914 44169 40366 39846 
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Los datos rarefaccionados correspondientes a Bacteria fueron los que se emplearon 

posteriormente para los análisis de diversidad α y β. La rarefacción se llevó a cabo en base a la muestra 

con el menor número de secuencias, en este caso CM1 (38934 secuencias) (Figura 3.1). 

  

 

Figura 3.1. Curvas de rarefacción para las distintas muestras analizadas mediante barcoded 

amplicon-sequencing. Se indica el número de ASVs (“Species”) esperables para un número creciente 

de secuencias en cada muestra (“Sample size” o esfuerzo de muestreo). Las letras DQ indican 

desecación química, las letras CM corte mecánico y las letras SS sin supresión. La letra N indica 

fertilización con urea y el número identifica las réplicas de cada tratamiento. 
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3.4.1. Diversidad α  

Los resultados del análisis de la varianza para los índices de diversidad α: riqueza de especies 

(S’ e índice de Chao-1), índice de Shannon, recíproco de Simpson e índice de equitatividad de Shannon 

se muestran en la Tabla 3.8. No se observó una interacción significativa entre los factores en estudio 

(fertilización y método de finalización) y, en consecuencia, se consideraron los efectos principales de 

ambos factores. Según los resultados, las comunidades microbianas en la rizosfera de plantas SS, CM 

y DQ mostraron índices de diversidad α similares, sin un efecto significativo entre plantas fertilizadas y 

no fertilizadas o entre métodos de finalización (P>0,05, Tabla 3.8).  
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Tabla 3.8. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para los 

índices de diversidad α: Chao-1: índice de Chao-1 (riqueza estimada); S’: riqueza observada (ASVs 

observados); 1/λ: recíproco de Simpson; H’: índice de Shannon; EH: índice de equitatividad de Shannon. 

Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a 

los efectos principales (F=fertilización y M=método de finalización) y a su interacción (F×M). 

Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de finalización: desecación química (DQ), corte 

mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras DQ, CM y SS seguidas de la letra N indican fertilización 

con urea.  

  Chao-1 S’ 1/λ H’ EH 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Fertilización (F)             

con N 9 1266,58 35,2 1266,11 35,12 585,83 25,13 6,74 0,03 0,95 0,002 

sin N 9 1235,38  1235,22  539,50  6,72  0,94  

Método de  

finalización (M)  

           

DQ 6 1238,21 43,11 1238,00 43,01 585,50 30,77 6,71 0,04 0,95 0,002 

CM 6 1237,83  1237,50  570,26  6,72  0,94  

SS 6 1276,90  1276,50  532,23  6,76  0,94  

F×M             

DQN 3 1218,39 60,97 1218,33 60,83 624,74 43,52 6,69 0,06 0,95 0,003 

CMN 3 1269,61  1269,00  590,95  6,76  0,95  

SSN 3 1311,73  1311,00  541,81  6,75  0,94  

            

DQ 3 1258,02 60,97 1257,67 60,83 546,26 43,52 6,72 0,06 0,94 0,003 

CM 3 1206,05  1206,00  549,58  6,68  0,94  

SS 3 1242,08  1242,00  522,65  6,77  0,94  

            

 gl P-valor 

F  1 0,543 0,546 0,217 0,770 0,175 

M  2 0,767 0,768 0,474 0,680 0,373 

F×M  2 0,614 0,618 0,793 0,590 0,418 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05). 
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3.4.2. Diversidad β 

El análisis multivariado a través de PERMANOVA para estudiar la diversidad β indicó una 

interacción no significativa entre los factores de estudio (P>0,2; Tabla 3.9). Los métodos de finalización 

del CCI mostraron un efecto marginalmente significativo sobre la estructura de la comunidad de 

Bacteria para la distancia filogenética (P=0,066; Tabla 3.9). Las comparaciones de a pares 

(PERMANOVA) utilizando la corrección de Benjamini y Hochberg (“fdr”) no arrojaron diferencias 

significativas para los métodos de finalización (P>0,05; Tabla 3.10). No se observó un efecto 

significativo de la fertilización sobre la estructura de las comunidades de Bacteria (PERMANOVA, 

P>0,05; Tabla 3.9). Estos resultados se visualizaron en el ordenamiento mediante NMDS con distancia 

UniFrac generalizada donde no se observó una separación entre las comunidades bacterianas de la 

rizosfera de plantas sometidas a los distintos métodos de finalización, independientemente de la 

fertilización (Figura 3.2).  

 

Tabla 3.9. Análisis multivariado de la varianza no paramétrico (PERMANOVA) con 1000 

permutaciones. gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican significancia estadística. 

 PERMANOVA (distancia UniFrac generalizada) 

 gl F. modelo P-valor 

Fertilización (F) 1 1,27 0,161 

Método de finalización (M) 2 1,39 0,066 

F×M 2 0,90 0,667 

gl error 12   

  

Tabla 3.10. Comparación de datos metagenómicos entre métodos de finalización utilizando la 

corrección de Benjamini & Hochberg (“fdr”)  

Comparación PERMANOVA (distancia UniFrac generalizada) 

 P valor con correcciones  

CM vs DQ  0,25 

CM vs SS  0,16 

DQ vs SS  0,11 
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Figura 3.2. Análisis multivariado del conjunto de datos metagenómicos en la rizosfera de Avena 

sativa L. Las letras DQ indican desecación química, las letras CM corte mecánico y las letras SS sin 

supresión. La letra N indica fertilización con urea y el número identifica las réplicas de cada tratamiento.  

Los centroides se encuentran indicados con recuadros. El error estándar de CM, DQ y SS se indica 

con elipses de color negro, rojo y verde, respectivamente. El ordenamiento se llevó a cabo mediante 

escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) y métrica de distancia UniFrac generalizada. Stress-

value= 0,113.  

3.4.3. Composición de la comunidad bacteriana de la rizosfera de avena  

El ACP de los datos transformados a clr generaron un conjunto de siete CPs no correlacionados 

con autovalor >1 que en conjunto explicaron el 73% de la variabilidad entre las muestras de rizosfera 

en base a los 51 géneros de mayor contribución seleccionados (Tabla 3.11). La CP1 presentó loadings 

positivos (>|0,5|) para Aciditerrimonas, Aeromicrobium, Aggregicoccus, Agromyces, Aridibacter, 

Anderseniella, Blastocatella, Blastococcus, Bradyrhizobium, Chitinophaga, Flavitalea, Formivibrio, 

Nitrosospira, Nitrolancea, así como loadings negativos (<−|0,5|) para Flavobacterium, Polaromonas y 

Tahibacter. La CP2 mostró loadings positivos para Blastococcus, Curvibacter, Lysinibacillus, 

Nitrolancea y loadings negativos para Armatimonadetes_gp5, Asinibacterium, Inquilinus, Lacibacter, 

Lentzea, Luteimonas, Lysinimonas y Paludibacter. La CP3 tuvo loadings positivos para 
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Allonocardiopsis, Anaerotruncus, Armatimonadetes_gp5, Bellilinea y Blastocatella y loadings negativos 

para Bradyrhizobium, Cellvibrio y Chitinophaga. Los autovectores de la CP4 incluyeron loadings 

positivos para Arenimonas, Aridibacter, Luteolibacter y Methyloversatilis y loadings negativos para 

Bellilinea. La CP5 mostró loadings positivos para Aeromicrobium y loadings negativos para 

Lysinibacillus y Nitrobacter. El autovector de la CP6 y CP7 incluyó loadings negativos para Luteolibacter 

y Caulobacter, respectivamente.  

 

Tabla 3.11 Análisis de componentes principales usando la transformación de los datos centered log 

ratio (clr), con autovalor y proporción acumulada de la variabilidad del conjunto de datos explicada por 

las siete componentes principales (CP) (autovalor >1). Los autovectores con loadings >|0,5| están en 

negrita. En la parte de abajo de la tabla se detallan los valores de probabilidad (P-valor) y los grados 

de libertad (gl) del análisis de la varianza (ANOVA) para los efectos de la fertilización (F), métodos de 

finalización (M) y su interacción (F×M). Valores de P<0,05 que indican significancia estadística se 

muestran en negrita.  

  CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 

Autovalor  9,68 8,00 6,02 3,98 3,60 3,28 2,75 

Proporción   0,19 0,16 0,12 0,08 0,07 0,06 0,05 

Proporción acumulada  0,19 0,35 0,46 0,54 0,61 0,68 0,73 

  Correlación con las variables originales  

Aciditerrimonas  0,62 0,49 0,32 0,12 -0,05 0,19 0,22 

Acidovorax  -0,40 -0,06 0,35 -0,01 0,11 -0,34 -0,09 

Actinoplanes  0,37 0,25 -0,16 -0,22 -0,26 0,03 0,00 

Aeromicrobium  0,52 0,08 -0,05 -0,36 0,60 0,04 -0,09 

Aggregicoccus  0,57 0,18 -0,09 0,40 0,06 0,30 0,09 

Agromyces  0,60 -0,13 -0,30 0,10 -0,22 -0,28 0,21 

Allonocardiopsis  0,37 0,17 0,73 -0,18 -0,09 0,13 0,14 

Anaeromyxobacter  -0,18 0,06 -0,15 0,25 -0,21 0,27 -0,27 

Anaerotruncus  -0,42 0,47 0,53 0,25 0,01 -0,13 0,13 

Anderseniella  0,69 0,28 -0,13 -0,10 0,15 0,15 -0,10 

Angiococcus  0,50 0,23 0,26 -0,44 0,31 -0,24 0,10 

Aquabacterium  0,02 -0,01 0,01 -0,05 -0,31 -0,29 -0,38 

Arenimonas  -0,41 -0,11 0,15 0,68 0,03 0,44 0,07 

Aridibacter  0,61 0,13 0,33 0,52 -0,15 0,05 -0,15 

Armatimonadetes_gp5  -0,18 -0,60 0,54 -0,14 0,02 0,32 0,19 

Arthrobacter  0,50 0,41 0,08 -0,34 0,04 -0,44 0,43 

Asinibacterium  -0,41 -0,67 0,21 -0,31 -0,18 0,24 0,22 

Basilea  0,00 0,47 0,50 -0,25 0,39 -0,14 0,07 

Bellilinea  0,07 0,33 0,61 -0,54 -0,20 -0,08 -0,13 

Blastocatella  0,66 -0,29 0,59 0,17 -0,02 0,02 -0,08 

Blastococcus  0,69 0,53 0,03 -0,03 -0,24 0,22 0,13 

Blastomonas  -0,39 0,39 0,16 0,07 0,26 0,48 -0,50 
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Bosea  -0,05 -0,21 -0,28 0,24 0,15 -0,23 0,48 

Bradyrhizobium  0,61 0,18 -0,63 -0,04 -0,09 0,16 -0,04 

Caulobacter  0,06 -0,14 -0,45 -0,26 0,44 0,26 -0,54 

Cellvibrio  -0,28 0,03 -0,70 0,20 -0,08 0,15 0,21 

Chitinophaga  0,54 -0,43 -0,61 -0,06 -0,09 0,14 0,20 

Curvibacter  -0,29 0,55 -0,09 -0,36 0,31 -0,05 0,08 

Denitratisoma  0,27 -0,27 0,23 0,35 0,39 -0,23 -0,22 

Devosia  0,43 0,49 -0,50 -0,07 0,35 -0,06 0,08 

Dyadobacter  0,30 -0,20 -0,45 0,10 0,20 -0,28 -0,08 

Filimonas  0,48 -0,32 -0,32 -0,39 -0,02 0,41 -0,13 

Flavitalea  0,62 -0,27 0,16 0,12 0,25 0,07 -0,15 

Flavobacterium  -0,59 0,38 -0,18 0,22 0,12 -0,09 0,44 

Formivibrio  0,58 -0,37 0,16 0,27 0,14 -0,19 0,32 

Inquilinus  0,41 -0,70 -0,24 -0,08 -0,21 -0,22 -0,16 

Lacibacter  -0,17 -0,87 0,16 0,24 0,19 -0,12 0,16 

Lentzea  0,37 -0,61 0,07 -0,28 0,02 0,41 0,25 

Luteimonas  -0,01 -0,55 0,15 -0,05 -0,44 -0,46 -0,18 

Luteolibacter  0,26 -0,14 -0,04 0,52 0,13 -0,66 -0,11 

Lysinibacillus  -0,18 0,52 0,36 -0,14 -0,51 -0,10 -0,05 

Lysinimonas  -0,31 -0,60 -0,18 -0,01 0,14 -0,10 -0,36 

Marmoricola  -0,19 0,21 0,35 0,27 0,42 -0,17 -0,34 

Methyloversatilis  -0,19 0,38 0,08 0,55 -0,01 0,33 0,03 

Nitrobacter  0,26 0,21 0,02 0,09 -0,72 -0,03 -0,39 

Nitrolancea  0,59 0,59 0,01 0,16 -0,02 0,10 -0,21 

Nitrosospira  0,55 -0,13 0,41 0,40 0,11 0,35 0,27 

Paludibacter  -0,36 -0,62 0,37 -0,39 -0,10 0,33 0,15 

Polaromonas  -0,64 0,42 -0,34 -0,14 -0,03 -0,04 0,09 

Pseudorhodoferax  -0,36 0,50 -0,42 0,08 -0,46 0,00 0,20 

Tahibacter  -0,65 0,19 -0,19 -0,02 0,46 0,07 0,11 

 gl P-valor 

Fertilización (F) 1 0,903 0,697 0,154 0,302 0,507 0,006 0,736 

Métodos de finalización (M) 2 0,326 0,042 0,001 0,312 0,795 0,534 0,560 

F×M 2 0,150 0,209 0,677 0,964 0,891 0,059 0,803 
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Tabla 3.12. Resultados del procedimiento de separación de medias para las componentes principales 

(CP) que mostraron una respuesta estadísticamente significativa del método de finalización (CP2 y 

CP3) y de la interacción (F×M) (CP6). Fertilización 0 (sin N) y 100 kg N ha-1 (con N). Métodos de 

finalización: desecación química (DQ), corte mecánico (CM) y sin supresión (SS). Las letras DQ, CM y 

SS seguidas de la letra N indican fertilización con urea.  

 CP2 CP3 CP6 

Fertilización (F)     

Con N -0,08 -0,22 -0,58 

Sin N 0,08 0,22 0,58 

Método de finalización (M)     

DQ -0,66 b -0,51 b 0,22 

CM 0,74 a -0,62 b -0,26 

SS -0,08 ab 1,12 a 0,04 

F×M     

DQN -1,22 -0,80 -0,57 b 

CMN 1,09 -0,59 -1,01 b  

SSN -0,10 0,74 -0,15 b 

    

DQ -0,09 -0,43 0,05 b 

CM 0,39 -0,43 1,45 a 

SS -0,06 1,51 0,24 ab 

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05). 

 

Las siete CPs fueron utilizadas como variables independientes en los análisis de la varianza 

(ANOVA) posteriores para evaluar los efectos de la fertilización, método de finalización y su interacción 

sobre las comunidades bacterianas de la rizosfera de avena. En la parte inferior de la Tabla 3.11 se 

informan los valores de probabilidad y grados de libertad asociados con estos análisis para cada CP. 

Los resultados mostraron un efecto estadísticamente significativo de la interacción sólo para la CP6 

(P=0,059; Tabla 3.11). Evaluando los efectos principales para aquellas CP en los que no hubo efecto 

de la interacción, se encontró que sólo las CPs 2 y 3 mostraron un efecto estadísticamente significativo 

(P<0,05) del método de finalización, pero no se observó un efecto significativo de la fertilización 

(P>0,05; Tabla 3.11). En la Figura 3.3A se muestran las medias de la CP2 para cada método de 

finalización con sus respectivos errores estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 3.12). 

La contribución de cada género a estos resultados se indica en la Figura 3.3B. El grupo de bacterias 

con loading positivo disminuyó significativamente cuando se finalizó la avena con DQ, mientras que el 
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comportamiento opuesto fue observado para los géneros bacterianos con loading negativo, con 

respecto a CM (Figura 3.3B). No se observaron diferencias significativas entre DQ y CM con respecto 

a SS. En la Figura 3.4A se muestran las medias de la CP3 para cada método de finalización con sus 

respectivos errores estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 3.12). La contribución de 

cada género a estos resultados se indica en la Figura 3.4B. El grupo de bacterias con loading positivo 

disminuyó significativamente en la rizosfera de avena finalizada química y mecánicamente (DQ y CM), 

mientras que lo opuesto ocurrió para los géneros con loading negativo, con respecto a SS (Figura 3.4A). 

En la Figura 3.5A se muestran las medias de la CP6 para cada nivel de fertilización y método de 

finalización con sus respectivos errores estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 3.12). 

La contribución de cada género a estos resultados se indica en la Figura 3.5B. Un solo género se vio 

favorecido en la rizosfera de avena finalizada químicamente (DQ) respecto de CM, en la condición no 

fertilizada. A su vez, este género aumentó después de la fertilización nitrogenada en la rizosfera de 

plantas finalizadas mecánicamente (CMN) en relación con las plantas sin fertilizar (CM).   
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Figura 3.3. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,5|) según la Tabla 3.11 para la CP2. A) Valores medios de los scores de la CP2 para cada método de 

finalización con sus errores estándar (como barras de error). Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los métodos de 

finalización (P<0,05). B) Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP2 (M×L) para cada método de finalización (DQ: desecación 

química; CM: corte mecánico y SS: sin supresión).  
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Figura 3.4. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,5|) según la Tabla 3.11 para la CP3. A) Valores medios de los scores de la CP3 para cada método de 

finalización con sus errores estándar (como barras de error). Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los métodos de 

finalización (P<0,05). B) Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP3 (M×L) para cada método de finalización (DQ: desecación 

química; CM: corte mecánico y SS: sin supresión).  
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Figura 3.5. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,5|) según la Tabla 3.11 para la CP6. A) Valores medios de los scores de la CP6 para cada método de 

finalización dentro de cada nivel de fertilización con sus errores estándar (como barras de error). Letras minúsculas diferentes indican diferencias 

entre tratamientos (P<0,05). B) Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP6 (M×L) para cada método de finalización (DQ: 

desecación química; CM: corte mecánico y SS: sin supresión) dentro de cada nivel de fertilización (sin N y con N).  
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4. Discusión  

4.1. Abundancia de grupos microbianos mediante qPCR 

La qPCR del gen ARNr 16S de Bacteria y Archaea indicó ausencia de diferencias significativas 

para los factores principales fertilización y método de finalización (Tabla 3.5). En un ensayo en 

invernáculo, Allegrini et al., (2019) reportaron que el número de copias de Bacteria y Archaea en la 

rizosfera de avena no se vio afectado por los métodos de finalización (glifosato y corte). Wang et al., 

(2018), en un estudio de fertilización de largo plazo, tampoco encontraron modificaciones en la 

abundancia de Bacteria en el suelo rizosférico de maíz luego de aplicar 150 kg de N ha-1 (urea), 

respecto al control sin fertilizar.  

En la abundancia del gen amoAAOA, se observó una respuesta del método de finalización. El 

número de copias del gen amoAAOA fue mayor en la rizosfera de plantas CM que en la rizosfera de DQ 

y SS (Tabla 3.5). Se ha reportado que la defoliación de raigrás (Lolium perenne L.) y festuca roja 

(Festuca rubra L.) aumenta la liberación de compuestos orgánicos en los rizodepósitos probablemente 

como un mecanismo de tolerancia al estrés por defoliación (Paterson y Sim, 1999, 2000). Esto sugiere 

que las plantas CM podrían sustentar el crecimiento mixotrófico de AOA (Wessén et al., 2010; 

Mußmann et al., 2011; Tourna et al., 2011; Ai et al., 2013; Qin et al., 2014). Por el contrario, el 

crecimiento de AOA podría verse impedido después de la DQ en relación con el método SS por los 

metabolitos liberados por las plantas después de los cambios bioquímicos inducidos por el glifosato. 

En este estudio, se encontró que la abundancia del gen amoAAOA fue significativa y negativamente 

correlacionada con el contenido de FT. Esto sugiere que la menor abundancia de AOA en la rizosfera 

de plantas DQ se explicaría parcialmente por la exudación incrementada de compuestos fenólicos 

inhibitorios.  

Se encontró un efecto marginalmente significativo de la fertilización en la abundancia de AOA, ya 

que las plantas fertilizadas mostraron una menor abundancia de AOA en relación con las no fertilizadas 

(Tabla 3.5). Este resultado está respaldado por diferentes estudios que muestran que las AOA prefieren 

condiciones en las que el amonio se libera a tasas continuas pero bajas a través de la mineralización 

de la MO (Stopnišek et al., 2010; Levičnik-Höfferle et al., 2012; Hink et al., 2018). 

Se observó una abundancia significativamente menor del gen amoABOA para DQ en relación con 

CM y SS, en la condición fertilizada, en tanto que la abundancia de BOA fue mayor en plantas 

fertilizadas que recibieron CM o SS en comparación con las no fertilizadas (Tabla 3.5). Este resultado 

es relevante porque sugiere que la finalización de avena con DQ contrarresta el aumento de las 

poblaciones de BOA que normalmente serían inducidas por la fertilización nitrogenada en la rizosfera 

o el suelo (Chu et al., 2008; Di et al., 2009; Glaser et al., 2010; Strauss et al., 2014). Se necesita más 

investigación para dilucidar la base de tal efecto "represivo" del glifosato sobre el aumento esperado 
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en la abundancia de BOA después de la fertilización, incluida la posible liberación de inhibidores de 

nitrificación. Estos inhibidores podrían tener un efecto más intenso en condiciones de fertilización, ya 

que las células activas son más sensibles a factores ambientales y externos (Zhang et al., 2014; 

Zabaloy et al., 2017). Entre ellos, no podemos excluir al glifosato por sí mismo, considerando la 

exudación de este compuesto a través de las raíces (Kremer et al., 2005) y los efectos reportados 

(inhibición) sobre la abundancia de amoA  (Zhang M. et al., 2018). 

En este estudio, se observó una correlación significativa y positiva entre la APN y la abundancia 

de amoABOA. Sin embargo, en las plantas DQ, el aumento de la APN tras la fertilización (Tabla 3.3) no 

fue seguido por un aumento en la abundancia de amoABOA (Tabla 3.5), a diferencia de la respuesta 

observada en las plantas CM y SS, lo que sugiere que otros microorganismos importantes en la 

oxidación del amoníaco podrían estar involucrados en la rizosfera de plantas DQ para explicar la 

estimulación de la APN (Tabla 3.3). El rol de los microorganismos heterótrofos en la absorción y 

oxidación del amoníaco sin duda merece más investigación en la rizosfera de CCI fertilizados y 

suprimidos con DQ, donde la disponibilidad de nutrientes podría ser mayor por una descomposición 

más rápida de las raíces (Imparato et al., 2016). 

La abundancia del gen nirK en la rizosfera de avena no se vio afectada por la fertilización ni por 

los métodos de finalización (Tabla 3.5). Se ha informado que el gen nirK tiene baja sensibilidad a los 

cambios en las condiciones ambientales, tales como el aporte de N (Huang et al., 2019). Hart et al., 

(2009) analizaron los efectos del glifosato sobre las bacterias desnitrificantes en la rizosfera de maíz y 

tampoco encontraron cambios apreciables en la abundancia y diversidad de este grupo. Por el 

contrario, Romdhane et al., (2019) reportaron que la abundancia del gen nirK fue menor en CC 

finalizados químicamente (glifosato + 2,4-D, 3 días postsupresión) que en los tratamientos rolados y 

secado naturalmente por heladas.  

En lo que respecta al gen nirS, el análisis indicó que la abundancia en la rizosfera de plantas 

fertilizadas fue mayor en aquéllas que se suprimieron por el método CM (Tabla 3.5). Ouyang et al., 

(2018) realizaron un metaánalisis en el que reportaron que el gen nirS aumenta con la adición de N. La 

ausencia de este efecto en las plantas DQ y SS podría deberse, en el caso de las plantas vivas (SS) a 

una mayor absorción de humedad y nitrato por las raíces en activo crecimiento que podrían inhibir la 

desnitrificación en el suelo rizosférico, mientras que en el caso de las plantas DQ podría atribuirse a la 

liberación de inhibidores biológicos de la desnitrificación. Bardon et al., (2014) encontraron que los 

metabolitos secundarios producidos por Fallopia spp. inhibieron la desnitrificación en el suelo. A su vez, 

en las raíces senescentes disminuye el consumo de oxígeno, inhibidor de la desnitrificación, por lo que 

podría generarse un microambiente no propicio para la desnitrificación en la proximidad de esas raíces. 

Se ha reportado que las bacterias que poseen los genes nirS tienden a tener la vía de 

desnitrificación más completa que aquellas que portan los genes nirK, y por lo tanto, contribuirían 
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menos a las emisiones de N2O en condiciones favorables (Jones et al., 2008; Graf et al., 2014). La 

relación nirS/ nirK ha sido propuesta como un indicador de la capacidad de un suelo de generar emisión 

de N2O (Graf et al., 2014; Jones et al., 2014). Jones et al., (2014) encontraron una correlación negativa 

significativa entre las emisiones de N2O y los genes nir, observaron una mayor transformación en N2 

cuando se incrementó la relación nirS/ nirK. En este estudio, se encontró que el número de copias del 

gen nirK fue aproximadamente de un orden de magnitud mayor respecto del gen nirS en todos los 

tratamientos. Sin embargo, esta relación no es uniforme en suelos agrícolas, ya que en algunos suelos 

se reportó que la abundancia de nirK supera al de nirS (Chen et al., 2010; Bannert et al., 2011; Rosa 

et al., 2014; Linton et al., 2020) y en otros ocurrió lo contrario (Yang et al., 2017; Li et al., 2020; Hu et 

al., 2021). 

En la rizosfera de plantas CM la relación nirS/ nirK fue menor que en DQ y SS, dentro de la 

condición no fertilizada. Además, se observó una mayor relación nirS/ nirK después de la fertilización 

con N en la rizosfera de plantas CM (CMN) con respecto a las no fertilizadas (CM) (Tabla 3.6). El corte 

de las plantas afecta la fotosíntesis por lo que se reduce la cantidad de C derivado a las raíces y 

disponible en el suelo rizosférico, lo que podría afectar principalmente la abundancia de bacterias 

desnitrificantes que poseen el gen nirS (Hamonts et al., 2013).  

Por otro lado, se encontró una menor relación nirS/ nirK después de la fertilización nitrogenada 

en la rizosfera de plantas DQ (DQN) en comparación con las sin fertilizar (DQ) (Tabla 3.6), lo que 

sugiere que la DQ con N podría favorecer las emisiones de N2O.   

4.2. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

Para las métricas de diversidad α y diversidad β (distancia UniFrac generalizada) no se 

observaron diferencias significativas para los factores principales fertilización y método de finalización 

(Tabla 3.8 y 3.9). Estos resultados son consistentes con los reportados por Allegrini et al., (2019) en un 

estudio de secuenciación del gen ARNr 16S en la rizosfera de avena luego de aplicar los métodos de 

supresión (glifosato y corte). No obstante, los análisis de la composición de la comunidad bacteriana a 

nivel de género arrojaron diferencias significativas para el factor método de finalización y para la 

interacción (F×M) (Tabla 3.11). 

Para la CP2, la respuesta de las bacterias al método de finalización fue significativa (P<0,05; 

Tabla 3.11). Dos grupos, cada uno compuesto por 4 y 8 géneros, respondieron de manera opuesta a 

los métodos de finalización, independientemente del nivel de fertilización (Figura 3.3B).  

El grupo de 4 géneros indicadores desfavorecidos por la DQ fueron: Lysinibacillus (Firmicutes), 

Blastococcus (Actinobacteria), Curvibacter (Proteobacteria) y Nitrolancea (Chloroflexi). Lysinibacillus 

es una bacteria aerobia estricta, Gram-positiva, formadora de endosporas, que ha sido aislada de la 

rizosfera de pimiento (Capsicum annuum L.) (Burkett-Cadena et al., 2019) y maíz (Abiala et al., 2015). 
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Varios estudios han demostrado que las bacterias que pertenecen al género Lysinibacillus tienen el 

potencial de actuar como PGPR, produciendo AIA, solubilizando P, fijando N, controlando patógenos y 

biorremediadores (Vendan et al., 2010; Islam et al., 2013; Verma et al., 2014; Di Benedetto et al., 2019; 

Ahsan y Shimizu, 2021). Blastococcus fue identificado en un suelo cultivado 13 años con CC de Dactylis 

glomerata L. y Trifolium repens L., con la capacidad de degradar material orgánico a través de la 

producción de actividad proteolítica (Wang et al., 2020). El género Curvibacter pertenece a la familia 

Comamonadaceae, es aerobio y quimiorganótrofo (Willems, 2014). La familia Comamonadaceae fue 

identificada en la rizosfera de Phragmites australis (Su et al., 2021) y algodón (Li Xiaogang et al., 2015). 

Esta familia está compuesta por miembros fisiológicamente heterogéneos que pueden consumir un 

amplio espectro de compuestos de C orgánico que van desde azúcares simples hasta compuestos 

aromáticos complejos (Kersters et al., 2006). Nitrolancea es una bacteria aerobia, quimiolitótrofa y tiene 

la capacidad de oxidar nitrito (Sorokin et al., 2018). Este género fue recientemente identificado en la 

rizosfera de tabaco (Nicotiana tabacum L.) como perteneciente a un grupo de microorganismos que se 

vieron favorecidos por las rotaciones con CCI (Qi et al., 2020). A su vez, Guo et al., (2018) reportaron 

que el filo Chloroflexi, al cual pertenece este género, se vio favorecido en un suelo de un pastizal 

sometido a defoliación.  

El grupo de 8 géneros indicadores favorecidos en la rizosfera de avena por la DQ fueron: 

Inquilinus y Luteimonas (Proteobacteria), Paludibacter, Lacibacter y Asinibacterium (Bacteroidetes), 

Lentzea y Lysinimonas (Actinobacteria) y Armatimonadetes_gp5 (Armatimonadetes). Las dos 

proteobacterias de este grupo fueron Inquilinus (Alfaproteobacteria), aislada del suelo de un campo de 

ginseng (Panax ginseng) (Jung et al., 2011), y Luteimonas (Gammaproteobacteria), aislada de la 

rizosfera de trigo (Zhao et al., 2018). El género Inquilinus pertenece a la familia Rhodospirillaceae, la 

cual ha sido asociada con la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) (Dai et al., 

2020). Por otra parte, Zhang et al., (2017) reportaron que la fertilización nitrogenada en tomate 

(Solanum lycopersicum L.) favoreció la proliferación de bacterias patógenas del suelo como Luteimonas 

y suprimió a los microorganismos benéficos. Por su parte, Newman et al., (2016) encontraron que la 

aplicación de glifosato en maíz y soja transgénicos favoreció a la familia Xanthomonadaceae, a la cual 

pertenece Luteimonas, en la rizosfera de esas especies.   

Los Bacteroidetes están generalmente asociados a la degradación de materiales orgánicos 

complejos, como polisacáridos y proteínas, y han sido reportados como indicadores sensibles al uso 

del suelo agrícola (Wolińska et al., 2017). A su vez, algunos miembros de este filo pueden exhibir un 

estilo de vida copiótrofo (o estrategas r) que proliferan en condiciones de alta disponibilidad de C (Fierer 

et al., 2012; Shen y Lin, 2021). Paludibacter es una bacteria fermentativa anaerobia estricta que 

produce propionato, y ha sido aislada del suelo de un arrozal (Ueki et al., 2006). Behera et al., (2018) 

reportaron la presencia de Paludibacter en la rizosfera de Phragmites karka. Esta bacteria, debido a su 
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metabolismo fermentativo, juega un rol importante en la descomposición de material vegetal (Qiu et al., 

2014). Lacibacter y Asinibacterium pertenecen a la familia Chitinophagaceae, cuyos miembros han sido 

asociados con la degradación de MO polimérica tales como quitina y celulosa (Wolińska et al., 2017). 

Gautam et al., (2020) encontraron una mayor abundancia de Chitinophagaceae y un aumento en la 

actividad β-glucosidasa, enzima asociada con la degradación de celulosa, en suelo fertilizado con 

abono orgánico respecto del control sin fertilizar.  

Lysinimonas y Lentzea pertenecen al filo Actinobacteria, son aerobias, Gram-positivas y han sido 

aisladas del suelo (Jang et al., 2013; Li et al., 2018a). Lentzea fue detectada en los perfiles endofíticos 

de cebada creciendo en áreas de recuperación de arenas petrolíferas (Mitter et al., 2017).  Las bacterias 

endófitas pueden proveer numerosos beneficios a las plantas como: mejorar el crecimiento en 

condiciones de estrés ambiental y de patógenos, además pueden cumplir un rol importante en 

remediación de suelos contaminados (Miliute et al., 2015; Singh y Dubey, 2018). Lysinimonas ha sido 

identificada en suelos contaminados con hidrocarburos de petróleo que contienen altas 

concentraciones de alifáticos, HAP y metales pesados (Yan et al., 2018). En relación a ello cabe 

considerar la posibilidad de que los formulados que contienen al IA y aditivos o adyuvantes 

(“ingredientes inertes”) como los metales pesados (arsénico, cromo, plomo y níquel) y los destilados 

del petróleo, entre los que se destacan las polioxietilenaminas (POEA), puedan ser exudados a la 

rizosfera (Defarge et al., 2018). Sin embargo, a diferencia del glifosato, cuya exudación ha sido 

reportada en diversos estudios (Coupland y Caseley, 1975; Rodrigues et al., 1982; Kremer et al., 2005) 

en el caso de POEA no se han encontrado estudios donde se analice su exudación. Aunque, Tush y 

Meyer (2016) detectaron la presencia de POEA en muestras de suelo tomadas de campos cultivados 

con maíz y soja. Por su parte, Mendonca et al., (2019) encontraron que algunas especies de 

Pseudomonas mostraron mayor tolerancia a la adición de POEA en el medio de cultivo, sin embargo, 

queda por investigar si esto podría debese a su capacidad para degradar POEA. Armatimonadetes_gp5 

es el único género indicador en este estudio que pertenece al filo Armatimonadetes; fue asociado con 

la degradación de compuestos fenólicos en suelo contaminados por la industria de coquización (Li 

Yanan et al., 2020).   

Para la CP3, se encontraron diferencias significativas sólo para el método de finalización (P<0,05; 

Tabla 3.11). Los géneros que fueron favorecidos en la rizosfera de avena finalizada por DQ y CM en 

comparación con SS fueron Cellvibrio, Bradyrhizobium y Chitinophaga, mientras que los géneros que 

disminuyeron en abundancia fueron Allonocardiopsis, Bellilinea, Blastocatella, Anaerotruncus y 

Armatimonadetes_gp5.  

Las dos proteobacterias que aumentaron con la DQ y CM fueron Cellvibrio 

(Gammaproteobacteria) y Bradyrhizobium (Alphaproteobacteria). Cellvibrio es una bacteria aerobia, 

Gram-negativa, fijadora de N y fue aislada de la rizosfera de Plantago winteri y Hordeum secalinum 
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(Suarez et al., 2014). Cellvibrio es un género conocido por su potencial enzimático para degradar 

polisacáridos, particularmente los presentes en la pared celular de las plantas (Gardner, 2016). El 

género Bradyrhizobium incluye bacterias con la habilidad de fijar N en simbiosis con leguminosas 

(Poole et al., 2018). Sin embargo, varios estudios han reportado la presencia de Bradyrhizobium en la 

rizosfera de plantas no leguminosas (de Alencar Menezes Júnior et al., 2019; Hara et al., 2019; Solanki 

et al., 2020). Chitinophaga, dentro de este grupo indicador, es el único representante del filo 

Bacteroidetes. Es una bacteria aerobia, Gram-negativa, heterotrófica y fue aislada del suelo rizosférico 

de una variedad de plantas como arroz (Oryza sativa L.) (Chung et al., 2012), Arabidopsis thaliana L. 

(Lin et al., 2014a), ginseng (Lee y Whang, 2014), tomate (Kim et al., 2017) y Alhagi sparsifolia (Zou et 

al., 2019). Bacterias de este género presentan la habilidad de degradar quitina y celulosa, solubilizar P 

(Chung et al., 2012) y actuar como agentes de biocontrol (Carrión et al., 2019; Sharma et al., 2020).  

Allonocardiopsis representa al filo Actinobacteria identificada como un indicador en el grupo que 

responde negativamente a los métodos de finalización del cultivo (DQ y CM). Allonocardiopsis es una 

bacteria Gram-positiva, aerobia y endófita (Du et al., 2013). Bellilinea pertenece al filo Chloroflexi, es 

una bacteria Gram-negativa, anaerobia estricta y no forman esporas (Yamada et al., 2007). Esta 

bacteria fue identificada en un suelo cultivado con arroz y sometido a fertilización a largo plazo (Gu et 

al., 2017).  

Los miembros del filo Acidobacteria son omnipresentes y se distribuyen copiosamente en casi 

todos los ecosistemas, desempeñando funciones importantes en los ecosistemas suelo-planta como 

mediadores de los ciclos biogeoquímicos y la promoción del crecimiento de las plantas (Kalam et al., 

2020). El único representante de este filo que resultó afectado por los métodos de finalización (DQ y 

CM) fue Blastocatella, un género aerobio, Gram-negativo y quimioorganoheterótrofo, aislado 

previamente del suelo (Foesel et al., 2013). Blastocatella se ha identificado en la rizosfera de arroz 

(Osman et al., 2017). La presencia de Anaerotruncus, perteneciente al filo Firmicutes, se reportó en 

suelo sometido a CC intercalado en un huerto de Malus pumila (Zheng et al., 2018). Otro representante 

de este grupo que fue desfavorecido por la DQ y CM fue Armatimonadetes_gp5 que pertenece al filo 

Armatimonadetes. Las bacterias de este filo son capaces de descomponer material vegetal, 

polisacáridos y biomasa fotosintética (Lee et al., 2014). 

El efecto de la interacción fertilización × método de finalización fue significativo para la CP6 

(P<0,2; Tabla 3.11), el género Luteolibacter aumentó en la rizosfera de avena DQ respecto a CM, en 

la condición sin N. Luteolibacter pertenece al filo Verrucomicrobia, es una bacteria Gram-negativa, 

aerobia y fue aislada del suelo (Dahal et al., 2021). Zadel et al., (2020) reportaron la presencia de 

Luteolibacter en la rizosfera de Miscanthus x giganteus. Este género ha sido propuesto como candidato 

para el desarrollo de inoculantes que promuevan el crecimiento vegetal y biorremediación en suelos 

contaminados con metales pesados (Zadel et al., 2020). 
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5. Conclusiones  

Los resultados de este capítulo muestran que las AOA y BOA respondieron distinto a la 

fertilización y métodos de finalización. Por un lado, las BOA respondieron a la fertilización nitrogenada 

debido a su conocida preferencia por altos niveles de amonio, mientras que las AOA fueron más 

sensibles al método de finalización. Esto se relacionaría con que las AOA responden al efecto 

rizosférico de las plantas suprimidas mecánica o químicamente. La DQ contrarrestó el aumento de 

poblaciones de BOA generalmente provocado por fertilizantes nitrogenados, mostrando un efecto 

“represivo”, sin embargo, esto no se vio reflejado a nivel funcional (APN). En tanto, de los genes de 

reductasas de nitritos cuantificados, solo el gen nirS respondió a la fertilización nitrogenada. Los 

tratamientos DQ y SS contrarrestaron el aumento en la abundancia del gen nirS en la rizosfera de 

avena generalmente inducida por la fertilización nitrogenada. Además, se encontró una menor relación 

nirS/ nirK en la rizosfera de plantas CM respecto a DQ y SS, dentro de la condición no fertilizada. Esto 

estaría indicando que este método podría generar mayor emisión de N2O bajo condiciones favorables 

para la actividad desnitrificante (anoxia, etc.). Algunos de los géneros afectados negativamente en la 

rizosfera de avena finalizada por DQ se les ha atribuido un rol como PGPR o fueron identificados como 

nitrificantes, mientras que dentro de las bacterias que aumentaron en abundancia se encuentran 

patógenos de planta y géneros con capacidad de degradar compuestos orgánicos complejos, fenólicos, 

HAP y metales pesados. Si bien algunos géneros bacterianos fueron favorecidos en la rizosfera por los 

dos métodos de finalización (CM y DQ), dentro de los que se encuentran degradadores de quitina y 

celulosa, agentes de biocontrol y desnitrificantes, ambos métodos afectaron negativamente a otros 

géneros considerados benéficos para las plantas. 
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CAPÍTULO 4 

ANÁLISIS DEL MICROBIOMA RIZOSFÉRICO DE AVENA COMO CCI EN RELACIÓN A 

LOS MÉTODOS DE FINALIZACIÓN DEL CULTIVO 

 

1. Introducción  

En Argentina, la adopción de CCI en reemplazo del barbecho ha crecido durante las últimas cinco 

campañas, pasando del 4% en 2014/15 al 19% en 2019/20. La Bolsa de Cereales de Buenos Aires, a 

través de su Relevamiento de Tecnología Agrícola Aplicada (ReTAA, 2021) informó que en la campaña 

2019/20 la superficie sembrada con CCI fue de 352.000 hectáreas a nivel país. Esta gran popularidad 

se debe a que los CCI proveen variados servicios ecosistémicos y contribuyen a la sustentabilidad de 

la agricultura.  

La región semiárida en el sudoeste de la provincia de Buenos Aires (SOB) cubre 

aproximadamente 1,6 millones de hectáreas sobre el flanco sur del sistema de Sierras Australes, e 

incluye los partidos de Púan, Bahía Blanca, Coronel Rosales, y sectores de Adolfo Alsina, Saavedra, 

Tornquist, Coronel Dorrego y Villarino. Predominan los ambientes frágiles configurados por suelos poco 

profundos con escasa fertilidad y susceptibles a la erosión (Krüger et al., 2019). Los sistemas 

productivos tradicionales son de tipo mixto, con dominancia de la ganadería bovina sobre la agricultura 

y menor actividad ovina. Sin embargo, en los últimos años se ha producido un importante incremento 

de la superficie agrícola (Krüger et al., 2019). A pesar que la SD está siendo adoptada en forma 

creciente, la LC todavía predomina en la parte sur de la región. La frecuente falta de prácticas de 

manejo sustentables y la variabilidad climática configuran una combinación que favorece la erosión y 

estimula la degradación de los suelos, tanto química como física, lo cual disminuye el potencial de 

rendimiento y generan un círculo que puede comprometer la actividad económica y social de la región 

(Krüger et al., 2019). Pese a que en estos ambientes es limitado el uso de CCI, debido a que compiten 

con el cultivo de cosecha por el agua, hay algunas investigaciones llevadas a cabo por De Leo et al., 

(2020), quienes evaluaron tres especies (Vicia villosa L., Secale cereale L. y Lolium hybridum) como 

CCI, previo a maíz de baja densidad y encontraron diferencias a favor de Lolium hybridum como CCI 

para el ambiente de estudio (disminución en el número de malezas y mayor cobertura vegetal). Los 

autores destacan la necesidad de continuar con la experimentación por ambientes a fin de mejorar las 

prácticas agrícolas y la sustentabilidad de los sistemas. Por lo tanto, esto justifica más investigación en 

la región en los aspectos agronómicos y ecológicos del manejo asociado a los CCI. 

Estudios realizados en la región pampeana reportaron que el N proveniente de la mineralización 

de los residuos de centeno (como CCI) aumentó los niveles de N disponible en el suelo para el cultivo 

de maíz y sorgo (Fernández et al., 2012), mientras que un ensayo de larga duración demostró que 
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después de 5 años de inclusión de CCI en la rotación con soja no hubo efecto positivo sobre los 

contenidos de MO, por lo que los autores concluyeron que se necesita evaluar a más largo plazo su 

efecto en las fracciones orgánicas (Fernández et al., 2020). Sin embargo, ninguno de estos estudios 

analizó el efecto de las prácticas asociadas a los CCI, como los métodos aplicados para suprimir su 

crecimiento, sobre el microbioma del suelo rizosférico.  

Existen algunos estudios que han indagado sobre los efectos de estas prácticas de manejo sobre 

el microbioma de plantas sensibles (Mijangos et al., 2009; Imparato et al., 2016; Schlatter et al., 2017; 

Allegrini et al., 2019) si bien la mayoría de ellos son estudios realizado en macetas en invernáculo y por 

cortos períodos de tiempo. Entre ellos, solo el trabajo de Allegrini et al., (2019) evaluó el efecto de estos 

tratamientos sobre poblaciones del ciclo del N (AOA, BOA), encontrando que la supresión de avena 

con glifosato disminuyó la abundancia de AOA y BOA. Otros autores llevaron a cabo estudios del 

microbioma del suelo de cultivos sensibles en ensayos de campo de más largo plazo, pero sólo 

utilizaron el secado con glifosato como método de supresión del cultivo. Por ejemplo, Lupwayi et al., 

(2021) reportaron que aplicaciones repetidas de glifosato en un ensayo de campo de 7 años de duración 

tuvieron poco efecto sobre las comunidades bacterianas de la rizosfera de trigo candeal (Triticum 

turgidum var. durum Desf.). El herbicida disminuyó la abundancia relativa del filo Alfaproteobacteria y 

del género Opitutus (Verrucomicrobia) (Lupwayi et al., 2021).  

Además, hay otros estudios a campo con CC que, si bien han evaluado distintos métodos de 

finalización del cultivo, tuvieron sólo un año de duración y no estudiaron específicamente el microbioma 

rizosférico del CC. Por ejemplo, Liang et al., (2014) analizaron métodos de supresión químicos y 

mecánicos de los CCI, y reportaron que el corte aumentó el CBM y la nitrificación potencial del suelo 

con respecto al tratamiento con glifosato. En tanto, Romdhane et al., (2019) evaluaron el efecto de las 

prácticas de manejo de los CC (supresión química vs. mecánica) sobre la diversidad microbiana del 

suelo, la estructura y la abundancia de Archaea, Bacteria y poblaciones del ciclo del N (AOA, BOA, 

nirK, nirS, nosZI y nosZII). Los autores encontraron que el manejo del CC afectó la abundancia de 

genes implicados en el ciclo del N, mientras que no observaron efectos sobre la abundancia de 

bacterias totales. Por lo tanto, resulta primordial avanzar en los estudios a campo de mediano y largo 

plazo para generar información que permita entender cómo afectan los métodos de supresión del CCI 

a las comunidades rizosféricas en condiciones reales de campo.  

De acuerdo a la revisión de la literatura, no existen reportes previos de la evaluación de la 

comunidad microbiana rizosférica de CCI finalizados química o mecánicamente considerando 

simultáneamente múltiples aspectos de la comunidad, como la diversidad α y β, la abundancia de 

bacterias heterótrofas aerobias (BHA) cultivables y de grupos específicos y ecológicamente relevantes 

de microorganismos. Por lo tento, en base a estos antecedentes, se planteó como hipótesis que la 

introducción de CCI en rotación con un cultivo estival (girasol) y la supresión del mismo previo a la 
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siembra de girasol, afecta el ensamblado de la microbiota rizosférica de las plantas senescentes. El 

objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del método de finalización (mecánico vs. químico) del 

CCI sobre el microbioma rizosférico de avena, con particular foco en: la estructura y función de 

comunidades de BOA, AOA y bacterias desnitrificantes, el potencial génico para la degradación de 

glifosato en bacterias y la estructura de la comunidad de Bacteria y Archaea. Para ello, se abordará el 

estudio del impacto de los métodos de finalización de avena como CCI sobre el microbioma rizosférico 

en un ensayo a campo durante dos campañas agrícolas, en la localidad de Napostá al SOB. 

2. Materiales y métodos 

2.1. Sitio de estudio 

Se estableció un ensayo en el Campo Experimental Napostá, convenio UNS y MDA-PBA 

(38°25'39.67"S, 62°17'7.41"O), partido de Bahía Blanca, Argentina (Figura 4.1). El suelo es un Paleustol 

petrocálcico (Ap-A2-AC-2Ck-3Ckm). El horizonte Ap presenta las siguientes características: MO 4,24%; 

pH (1:2,5 suelo: agua) 6,7; P (Bray) extractable 8 mg kg−1 y N total 0,246%. El edafoclima es ústico-

térmico (Amiotti et al., 2010). La precipitación promedio anual en la zona es de 637,7 mm (media 1959-

2010), concentrándose dos terceras partes en otoño y primavera. Se registra una estación seca a fines 

del invierno y una semiseca a mediados de verano (enero y febrero). 
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Figura 4.1. Ubicación del sitio de estudio. Colonia Napostá, provincia de Buenos Aires, partido de 

Bahía Blanca, Argentina.  

2.2. Diseño experimental  

Un área de 15×15 m fue delimitada en un pastizal natural que nunca había sido cultivado. La 

preparación del terreno previo a la siembra consistió en la remoción de la vegetación natural, rastreo 

del suelo y emparejamiento del terreno. Veinte parcelas (2,25×1,56 m) fueron delimitadas y arregladas 

en un diseño en bloques completos aleatorizados (según la pendiente) con cuatro réplicas (Figura 4.2), 

dejando 1 m entre parcelas y los bloques adyacentes, repetido en dos campañas agrícolas (2018/19 y 

2019/20). Dieciséis parcelas se sembraron en forma directa, a chorrillo, en hileras separadas a 15,6 cm 

con avena (Avena sativa L., variedad Cristal INTA), con densidad de siembra de 250 plantas m-2 el 3 

de junio de 2018 y el 13 de mayo de 2019. Todas las parcelas se fertilizaron al voleo con 40 kg N ha -1 

(urea 46%N). El resto de las parcelas se destinaron a barbecho (sin siembra de CCI). No se controlaron 

las malezas durante la estación de crecimiento de los CCI.  

 

 

Figura 4.2. Esquema representativo del diseño en bloques. Tratamientos: rolado (R), desecación 

química (DQ), barbecho (B).  

 

A los 144 y 164 días desde la fecha de siembra (2018 y 2019, respectivamente) (estadio Z5.5, 

Zadoks et al. 1974) se aplicaron dos métodos de finalización del crecimiento:  

1) rolado (R). Se utilizó un rolo diseñado por el personal del CERZOS, consiste de un tambor 

hueco de 50 cm de ancho y 120 kg de peso, al cual se encuentran soldadas helicoidalmente una serie 
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de cuchillas de acero sin filo de 8 cm de alto.  El rolo se pasó por el cultivo en dirección perpendicular 

al sentido de siembra, mediante tracción manual. En la segunda campaña agrícola (2019), luego del 

rolado fue necesario cortar las plantas a nivel del suelo para asegurar el secado completo. 

 

 

Figura 4.3. A) Rolo utilizado para la supresión mecánica del CCI; B) CCI rolado. 

2) desecación química (DQ). Se utilizó el herbicida glifosato de la marca ESKOBA FULL II en 

2018 (Red Surcos S. A., 662 g IA l-1, sal monopotásica) y el formulado CREDIT FULL (Nufarm S. A., 

700 g IA l-1, mezcla de sales) en 2019. La aplicación del herbicida se realizó con una mochila 

pulverizadora (GIBER, 5 litros) con doble boquilla extensible con pastillas de abanico plano. Para esto, 

se preparó una solución al 1,5% siguiendo las recomendaciones del marbete para aplicaciones con 

equipos de mochila. Las parcelas a las que se les aplicó glifosato se cercaron con un nylon de 1 metro 

de ancho para evitar la deriva a las parcelas adyacentes. Las parcelas en barbecho (B) recibieron la 

misma dosis de glifosato. 

 

 

Figura 4.4. CCI a los 13 días del secado con glifosato. 

A B 
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2.3. Muestreo de suelo rizosférico  

El muestreo se realizó colectando plantas de avena de cada unidad experimental por excavación 

(40 cm de cada lado), aleatoriamente, para obtener una muestra de rizosfera del CCI vivo (sin 

supresión, SS) y en los tratamientos DQ y R previo a la siembra del girasol. La extracción de suelo 

rizosférico se realizó de la siguiente manera: se agitaron las raíces moderadamente, para desprender 

el suelo no rizosférico (bulk soil) mientras que el suelo rizosférico se obtuvo removiéndolo de la raíz 

mediante desprendimiento manual con un pincel estéril de acuerdo con lo sugerido por Yanai et al., 

(2003). Las muestras de suelo se preservaron a −80°C hasta la extracción de ADN y a 4°C para los 

análisis fisiológicos y químicos. En total, se obtuvieron 12 muestras de rizosfera en 2018 [SS= 4, DQ= 

4, R= 4] y 16 muestras en 2019 [SSDQ= 4, SSR=4, DQ= 4, R= 4].  

2.4. Enumeración de bacterias heterotróficas aerobias 

Las bacterias heterótrofas aerobias (BHA) cultivables fueron cuantificadas por el método del 

recuento en placa. Se prepararon suspensiones de suelo rizosférico a partir de 1 g de suelo en 9 ml de 

solución salina estéril (NaCl 0,85%). Las suspensiones de suelo se agitaron en frascos con perlas de 

vidrio estériles (180 rpm, 30 min) y se realizaron diluciones decimales seriadas con la solución salina 

estéril. Luego, se sembraron 100 μl de la dilución 10-4, por triplicado, diseminando con espátula estéril 

en placas de Petri con medio tripteína soja agar 0,1%(TSA, Laboratorios Britania, Argentina). Las 

placas se incubaron en oscuridad a 25°C por 6 días. 

Se aplicó el concepto de estrategas r/K para determinar los cambios en la estructura de la fracción 

de bacterias cultivables del suelo (De Leij et al., 1993). Para ello, se contaron las colonias visibles a las 

24, 48 y 144 h de incubación, en las placas que presentaron entre 30 y 300 colonias. Las bacterias 

cultivables se clasificaron como estrategas r cuando las colonias fueron visibles dentro de las 48 h, 

mientras que el resto se clasificaron como estrategas K. Los conteos totales de bacterias obtenidos 

fueron expresados en unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo (Bevivino et al., 

2014).  

Se calcularon los índices de biodiversidad: el índice eco-fisiológico (EP) (De Leij et al., 1993) y el 

índice de desarrollo de colonias (CD) (Sarathchandra et al., 1997). El índice EP, una modificación del 

índice de diversidad de Shannon, fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuación:  

H= -Σ (pi x log10pi) 

Donde pi representa las UFC de cada día (1, 2 y 6 días de incubación) como una proporción de 

las UFC totales en la muestra después de 6 días de incubación. El índice EP varía de 0 a 1. Si el valor 

de este índice es 1, el crecimiento de microorganismos en un ambiente dado es uniforme. 

El índice de CD fue calculado de acuerdo a la ecuación:  

CD= [N1/1+N2/2+N3/6] x100 
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Donde N1, N2, N3 representan la proporción de UFC en los respectivos días del período de 

incubación. El índice CD varía de 10 a 100. Un aumento en el índice de CD sugiere que la proporción 

de microorganismos de crecimiento rápido (estrategas r) aumenta, mientras que la de microorganismos 

de crecimiento lento (estrategas K) está disminuyendo (Borowik et al., 2017). 

2.5. Análisis fisicoquímicos del suelo 

Se tomaron muestras del suelo no rizosférico en el momento de aplicación de los métodos de 

finalización del CCI (SS) y a los 13 días postsupresión (DQ y R), en la profundidad de 0-10 cm con un 

barreno manual (24 muestras entre las dos campañas). Las muestras fueron secadas al aire, tamizadas 

(<2 mm) y remitidas al LABSPA (CERZOS-CONICET-UNS) para determinar el contenido de N-NH4, N-

NO3 (semimicro Kjeldahl) y Pe (Bray y Kurtz, 1945). Se midió el pH en una suspensión de suelo: agua 

(1:2,5) con pHmetro (Altronix®, TPX 1) y se determinó el contenido de humedad (%H) en las muestras 

por el método gravimétrico.  

2.6. Determinación de la actividad de nitrificación  

La APN se midió utilizando el procedimiento descripto en la sección 2.3 del capítulo 3. 

Brevemente, se determinó la APN siguiendo el procedimiento descripto por Hart et al., (1994), con 

modificaciones (1,5 g en 10 ml de buffer de reacción). La medición de la tasa de nitrificación se llevó a 

cabo utilizando un método colorimétrico en microplacas. Luego del desarrollo de color, se analizaron 

las microplacas en un lector de microplacas FLUOstar Optima (BMG Labtech, Alemania) a una longitud 

de onda de 540 nm. Después de la corrección por contenido de humedad del suelo y la conversión en 

base a peso del suelo seco (pss), se calculó la actividad de nitrificación potencial utilizando la fórmula 

descrita por Drury et al., (2006) y reportado en µg N-NO2
- g-1 pss h-1. 

2.7. Análisis molecular de la comunidad microbiana  

2.7.1. Extracción de ADN del suelo rizosférico y cuantificación  

La extracción de ADN a partir de 250 mg de suelo rizosférico se llevó a cabo utilizando el kit 

DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen GmbH, Alemania); la cuantificación usando el kit QuantiFluor® ds DNA 

System (Promega®, Estados Unidos) en un fluorómetro Quantus (Promega®, Estados Unidos) y la 

calidad del ADN fue analizada en un gel de agarosa al 1% y en un espectrofotómetro de la serie DS-

11 FX (DeNovix®, Estados Unidos), usando como indicador las relaciones de absorbancias (A260/A230 

y A260/280A).  
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2.7.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) de diferentes grupos microbianos  

La cuantificación de los genes ARNr 16S de Bacteria y Archaea, amoA de AOA y BOA, nirK, nirS 

y phnJ, se llevó a cabo de la misma manera que la indicada en el capítulo 2 (sección 2.3.2) y 3 (sección 

2.4.2). La composición de la mezcla de reacción, el programa de amplificación de los genes y los rangos 

de las curvas estándar empleados se detallan en la Tabla 2 del Anexo I. Las amplificaciones se 

realizaron en un termociclador de tiempo real ABI 7500 y su software asociado 7500 Software v.2.0.3 

(Applied Biosystems®, Estados Unidos). 

2.7.3. Análisis metagenómico y bioinformático de la comunidad microbiana 

El proceso de secuenciación de amplicones del gen codificante para el ARNr 16S (“barcoded 

amplicon sequencing”, en inglés), se llevó a cabo con la tecnología Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA, Estados Unidos) con un largo de lecturas de 2×300 pb y un mínimo de profundidad de 

secuenciación de 15000 paired-end-reads por corrida. La librería de genes fue preparada con los 

cebadores 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) y 806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′) 

dirigidos a la región V4 del gen codificante para el ARNr 16S, usando el protocolo Fluidigm® (Anexo II). 

Los archivos FASTQ fueron generados y demultiplexados por el servicio de secuenciación con el 

Software de Conversión bcl2fastq v2.20 (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos). 

El archivo FASTQ fue procesado en QIIME2 2019.7 (Bolyen et al., 2019) usando los pipelines 

recomendados para pares de lecturas basadas en el algoritmo denoising dada2. Los cebadores fueron 

removidos usando el argumento p-trim-left dentro del comando “dada2 denoised-paired”. El argumento 

de corte dentro del comando “dada2 denoised-paired” fue de 283 pb para las lecturas forward y 251 pb 

para las lecturas reverse (valores de Q media >27 informados por Interactive Quality Plot tool de 

QIIME2), mientras que se estableció un valor por default de 2 para el número esperado de errores (E). 

Después de las etapas de procesamiento, eliminación de cebadores, corte, filtrado, denoising y 

remoción de quimeras se obtuvo la tabla de ASVs. Finalmente, los ASVs fueron clasificados 

taxonómicamente utilizando el clasificador RDP (https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp). Las 

secuencias fueron asignadas taxonómicamente a nivel de género, familia, orden, clase y f ilo.  

La tabla de ASVs fue rarefaccionada (función rarefy) según la muestra con el menor número de 

secuencias (22538 secuencias) y se obtuvieron las curvas de rarefacción (función rarecurve). La tabla 

rarefaccionada fue utilizada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2020) del software estadístico 

R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1335) para el cálculo de las siguientes métricas de diversidad 

α: los índices de heterogeneidad de Shannon (H’) y el recíproco del índice de Simpson (1/λ), la riqueza 

[número de ASVs observados (S’) e índice de Chao-1] y la equitatividad de cada muestra (Anexo III). 

Las secuencias fueron alineadas con el programa de múltiples alineamientos MAFFT v. 7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html) para calcular la distancia UniFrac. Con las secuencias 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html
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alineadas se construyó un árbol filogenético basado en el método de Neighbor-joining usando el 

paquete ape v5.4-1 (Paradis y Schliep, 2018) y el paquete phangorn v2.5.5 (Schliep, 2011) del software 

estadístico R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1355). El árbol filogenético y la tabla de ASVs 

rarefaccionada fueron usados en el paquete GUniFrac v1.1 (Chen, 2021) del software estadístico R 

v3.6.1 para calcular la distancia UniFrac generalizada. 

2.8. Análisis estadísticos 

Los modelos lineales mixtos se ajustaron a los parámetros químicos del suelo (Pe, N-NH4 y N-

NO3), APN, qPCR (log10 número de copias μg-1 ADN y abundancia relativa) y variables microbiológicas 

(EP, CD, estrategas r y K, UFC) con PROC GLIMMIX del software estadístico SAS versión 9.4 (SAS 

Institute, Cary, NC, USA). El método de finalización fue considerado un efecto fijo, mientras que el año, 

el bloque y su interacción con el método de finalización como efectos aleatorios en el análisis de la 

varianza. El contenido de humedad se utilizó como covariable en la mayoría de estos análisis, excepto 

para Pe, N-NH4 y N-NO3, cuya determinación incluye una corrección de humedad. Cuando fue 

apropiado, las medias de mínimos cuadrados (lsmeans) se separaron usando la opción de lines del 

comando lsmeans, estableciendo la probabilidad de error de Tipo I (α) en 0,05. Los coeficientes de 

correlación de Pearson (α=0,05) obtenidos con el procedimiento CORR de SAS, se utilizaron para 

evaluar la relación entre la abundancia de los genes de nitrificación (BOA y AOA) y la función (APN), 

así como la relación entre los genes de nitrito reductasas y las formas de N disponible (NO3
- y NH4

+). 

Los datos de secuenciación de amplicones se analizaron utilizando un enfoque tradicional y de 

composición (Gloor y Reid, 2016; Gloor et al., 2017). En el primer caso, la distancia UniFrac fue usada 

como entrada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2020) del software estadístico R v3.6.1 

dentro de RStudio (versión 1.2.1355) para el análisis multivariado de la diversidad beta a través del 

NMDS utilizando la función metaMDS. En el segundo caso partiendo de la tabla de ASVs inicial 

resultante de la plataforma de clasificación RDP, que contenía 15868 ASVs, se procedió a realizar una 

serie de pasos de filtrado y selección de ASVs. Primero, se agruparon las reads de los ASVs 

pertenecientes a un mismo género, lo que resultó en un total de 1079 géneros. Este conjunto se redujo 

aún más ya que sólo se mantuvieron los géneros con una abundancia relativa promedio >0,1% (Gloor 

y Reid, 2016), resultando 189 géneros. Estos géneros con las reads de los ASVs se ingresaron luego 

en la plataforma de detección de predictores JMP® para proporcionar una identificación inicial de los 

géneros que responden a los efectos del tratamiento utilizando un método de remuestreo bootstrap 

(SAS Institute Inc, 2018; Villamil et al., 2021). Como resultado se obtuvo una tabla de 27 ASVs 

clasificadas a nivel de género que contribuyeron al menos en un uno por ciento a la variabilidad de los 

algoritmos del modelo. Los datos de esta tabla fueron trasformados a centered log-ratio (clr) (Aitchison, 

1986), previo reemplazo de los valores ceros mediante el procedimiento “cmultRep1” del paquete 
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zCompositions (Palarea-Albaladejo y Martín-Fernández, 2015). Luego, los datos transformados fueron 

usados como entradas para el ACP. 

El ACP se realizó utilizando el procedimiento FACTOR en el software estadístico SAS versión 9.4 

(SAS Institute, Cary, NC, USA) con priors=1, los reads de los ASVs transformados a centered log-ratio 

se resumieron en un conjunto de variables compuestas no correlacionadas o componentes principales 

(CP).  Las CP con autovalor ≥1 que explicaban al menos el 5% de la variabilidad en el conjunto de 

datos se utilizaron como variables independientes para análisis posteriores. Los géneros con 

correlación significativa con cada CP (>|0,45|) fueron considerados sensibles y se utilizaron en la 

descripción de las CP. Los modelos lineales se ajustaron a cada CP utilizando el procedimiento 

GLIMMIX del software estadístico SAS versión 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) para evaluar el efecto 

del método de finalización sobre la comunidad bacteriana de la rizosfera de avena. El método de 

finalización fue considerado un efecto fijo, mientras que el año, el bloque y su interacción con el método 

de finalización como efectos aleatorios en el análisis de la varianza. Cuando fue apropiado, las medias 

de mínimos cuadrados (lsmeans) se separaron usando la opción de lines del comando lsmeans, 

estableciendo la probabilidad de error de Tipo I (α) en 0,05.  

Se realizó un análisis multivariado de la varianza no paramétrico permutacional (PERMANOVA 

con la función adonis en el paquete vegan; Anderson, 2001) usando matrices de distancia (distancia 

UniFrac generalizada) y 1000 permutaciones para estudiar la existencia de efectos estadísticamente 

significativos (P<0,05) del método de finalización (Ramette, 2007). Las comparaciones de a pares 

fueron examinadas usando el paquete RVAIDeMemoire v0.9-78 (Hervé, 2020) (función 

pairwise.perm.manova sin correcciones, 1000 permutaciones) del software estadístico R v3.6.1 dentro 

de RStudio (versión 1.2.1355).  

Se utilizó el Software SigmaPlot versión 10.0 para graficar las relaciones estadísticamente 

significativa entre las CPs y el método de finalización, sobre los géneros cuyo loading fue >|0,45|. Las 

Figuras 4.3 y 4.4 se componen de dos gráficos: el primer gráfico (A) muestra los scores medios de la 

CP para cada método de finalización y sus errores estándar (como barras de error), y el segundo (B) 

señala la contribución de cada género indicador al valor medio de la CP para cada método de 

finalización. Esta contribución se calcula como el valor medio de la CP para un determinado método de 

finalización (Tabla 4.12) multiplicado por el loading de los géneros específicos dentro de la CP (Tabla 

4.11), denominados M×L en cada gráfico.  
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3. Resultados  

3.1. Enumeración de bacterias heterótrofas aerobias (BHA) 

 

En la Tabla 4.1 se indican los resultados del análisis de la varianza de las variables 

microbiológicas (UFC, estrategas r y K, CD y EP). Según los resultados, los métodos de finalización no 

modificaron significativamente la abundancia de BHA cultivables en la rizosfera de avena (P>0,05; 

Tabla 4.1). 
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Tabla 4.1. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los métodos de finalización para la abundancia de bacterias 

heterotróficas aerobias cultivables e índices de biodiversidad (CD, índice de desarrollo de colonias y EP, índice eco-fisiológico). Al final de 

la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los tratamientos. Métodos de finalización: 

desecación química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

  Estrategas r Estrategas K UFC r/K CD EP 

  Log10 UFC g-1 suelo UFC/UFC   

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Método de finalización              

DQ 8 7,48 0,28 7,11 0,50 7,63 0,36 1,54 1,25 41,80 10,41 0,39 0,03 

R 8 7,29 0,27 7,17 0,50 7,56 0,35 1,88 1,23 45,15 10,27 0,43 0,02 

SS 11 7,52 0,27 7,10 0,49 7,68 0,35 2,72 1,22 52,25 10,15 0,41 0,02 

              

 gl P-valor 

Método de finalización 2 0,618 0,974 0,884 0,532 0,598 0,571 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).
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3.2. Parámetros químicos del suelo 

En la Tabla 4.2 se indican los resultados del análisis de los parámetros químicos del suelo: Pe, 

N-NH4 y N-NO3. Los resultados muestran que el efecto del método de finalización no fue 

estadísticamente significativo para ningún parámetro químico del suelo (P>0,05; Tabla 4.2). 

 

Tabla 4.2. Valores de medias y errores estándares(ES) de las medias de los métodos de finalización 

para fósforo extractable(Pe), amonio(N-NH4) y nitrato (N-NO3). Al final de la tabla se indican los valores 

de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los tratamientos. Métodos de finalización: 

desecación química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

  Pe  

mg kg-1 

N-NH4  

mg kg-1 

N-NO3  

mg kg-1 

 n Media ES Media ES Media ES 

Método de finalización         

DQ 8 11,89 1,64 29,96 19,15 5,98 1,16 

R 8 9,60 1,64 31,43 19,15 6,01 1,16 

SS 8 12,65 1,80 27,03 19,22 3,33 1,49 

        

 gl P-valor 

Método de finalización 2 0,218 0,539 0,451 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  

3.3. Actividad potencial nitrificante 

Los resultados del análisis de la varianza de la APN se indica en la Tabla 4.3. No se detectaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los métodos de finalización del CCI para la APN 

(P>0,05; Tabla 4.3).  

Se analizó la correlación entre la abundancia y actividad microbiana, y se observó una correlación 

positiva entre APN y número de copias del gen amoABOA (r=0,49, P=0,009), mientras que no se detectó 

correlación significativa entre APN y el gen amoAAOA (r=0,28, P=0,15). 
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Tabla 4.3. Valores de medias y errores estándares(ES) de las medias de los métodos de finalización 

para actividad potencial nitrificante (APN). Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-

valor) y grados de libertad (gl) asociados a los tratamientos. Métodos de finalización: desecación 

química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

  APN (µg N-NO2
- g-1 pss h-1) 

 n Media ES 

Método de finalización    

DQ 8 4,42 0,94 

R 8 3,75 0,91 

SS 12 3,74 0,89 

    

 gl P-valor 

Método de finalización 2 0,598 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  

Pss: peso seco del suelo. 

3.4. PCR cuantitativa de genes indicadores  

La abundancia de Bacteria, Archaea, AOA, BOA, nirK, nirS y phnJ fue evaluada mediante qPCR 

de los genes indicadores correspondientes. La eficiencia y las ecuaciones obtenidas del ajuste lineal 

de las curvas estándar, que describen la relación entre los valores Ct y el número de copias de cada 

gen indicador, se detallan en la Tabla 4.4 y 4.5. 

 

Tabla 4.4. Ecuaciones de las curvas estándar y eficiencias de las qPCR de cada gen indicador para 

muestras procesadas en 2018.  

Gen Grupo Ecuación R2 Eficiencia (%) 

ARNr 16S Bacteria Ct = 40,12−3,66 log10 (nº copias) 0,999 87,00 

ARNr 16S Archaea Ct = 37,9−3,74 log10 (nº copias) 1,000 85,20 

amoA AOA Ct = 35,04−3,86 log10 (nº copias) 0,999 81,69 

amoA BOA Ct = 43,17−3,87 log10 (nº copias) 0,999 81,45 

nirK nirK Ct = 35,8−3,56 log10 (nº copias) 0,999 90,88 

nirS nirS Ct = 36,9−3,56 log10 (nº copias) 0,999 90,86 

phnJ phnJ Ct = 35,76−3,36 log10 (nº copias) 0,999 98,33 
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Tabla 4.5. Ecuaciones de las curvas estándar y eficiencias de las qPCR de cada gen indicador para 

muestras procesadas en 2019.  

Gen Grupo Ecuación R2 Eficiencia (%) 

ARNr 16S Bacteria Ct = 39,76−3,67 log10 (nº copias) 0,999 87,29 

ARNr 16S Archaea Ct = 37,25−3,7 log10 (nº copias) 0,984 86,34 

amoA AOA Ct = 36,82−3,78 log10 (nº copias) 1,000 84,05 

amoA BOA Ct = 36,99−4,03 log10 (nº copias) 1,000 77,04 

nirK nirK Ct = 39,68−3,67 log10 (nº copias) 1,000 86,68 

nirS nirS Ct = 42,51−3,72 log10 (nº copias) 0,996 85,67 

phnJ phnJ Ct = 35,76−3,36 log10 (nº copias) 0,999 98,33 

 

En la Tabla 4.6 se indican los resultados del análisis para los distintos grupos microbianos al 

comparar el número de copias de los diferentes genes indicadores utilizados en cada caso.  

Según los resultados, la abundancia de los genes indicadores (Bacteria, Archaea, AOA, BOA, 

nirK, nirS y phnJ) en la rizosfera de plantas SS, R y DQ fueron similares, sin un efecto estadísticamente 

significativo entre método de finalización (P>0,05; Tabla 4.6).  
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Tabla 4.6. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los métodos de finalización para el número de copias de los genes 

indicadores (transformada a log10). Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a 

los tratamientos. Métodos de finalización: desecación química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

  Bacteria Archaea AOA BOA nirS nirK phnJ 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Método de finalización                

DQ 8 8,58 0,15 6,74 0,05 5,72 0,08 5,71 0,39 6,71 0,61 6,52 0,48 8,65 0,07 

R 8 8,58 0,14 6,68 0,05 5,82 0,07 5,64 0,38 6,32 0,60 6,64 0,48 8,66 0,06 

SS 12 8,56 0,14 6,75 0,04 5,73 0,06 5,65 0,38 6,64 0,59 6,55 0,48 8,56 0,05 

                

 gl P-valor 

Método de finalización 2 0,947 0,51 0,627 0,906 0,406 0,665 0,370 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05). 
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En la Tabla 4.7 se presentan los resultados del análisis de la varianza para los valores de AR de 

los diferentes grupos microbianos analizados. Los resultados de AR (BOA/ Bacteria, AOA/ Archaea, 

AOA/ BOA, nirS/ nirK) indicaron que el efecto del tratamiento no fue estadísticamente significativo 

(P>0,05; Tabla 4.7). 

 

Tabla 4.7. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los métodos de finalización 

para la abundancia relativa (AR) de distintos grupos microbianos. Relación entre el número de copias 

del gen indicador (BOA y AOA) y el gen ARNr 16S de Bacteria y Archaea, respectivamente; relación 

entre el gen amoA de arqueas oxidantes del amoníaco (AOA) y bacterias oxidantes del amoníaco 

(BOA); relación entre el gen nirS y nirK. Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-

valor) y grados de libertad (gl) asociados a los tratamientos. Métodos de finalización: desecación 

química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

  BOA/ Bacteria AOA/ Archaea AOA/ BOA nirS/ nirK 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES 

Método de 

finalización 

         

DQ 8 1,54.10-3 9,80.10-4 1,11.10-1 2,50.10-2 1,45 1,35 9,03 7,06 

R 8 1,54.10-3 9,43.10-4 1,37.10-1 2,22.10-2 2,40 1,31 5,27 6,96 

SS 12 1,61. 10-3 9,12.10-4 1,01.10-1 1,97.10-2 1,63 1,28 7,37 6,86 

          

 gl P-valor 

Método de 

finalización 

2 0,987 0,552 0,700 0,448 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05). 

 

3.5. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

El número total de secuencias de ARNr 16S de Bacteria en cada muestra después de cada etapa 

de procesamiento (filtrado, denoising y eliminación de quimeras) se muestra en la Tabla 4.8. Como se 

observa en esta tabla, luego de realizar las distintas etapas no se removieron un número significativo 

de lecturas (reads), lo que refleja la alta calidad del conjunto de datos. Se obtuvieron un total de 

1663735 secuencias con una extensión promedio de 264 nucleótidos, incluyendo las correspondientes 

a Bacteria y Archaea. El número de ASVs definidas luego del procesamiento y limpieza del conjunto 

total de datos (28 muestras) fue de 16024 para Bacteria+Archaea, de los cuales 15927 fueron 

clasificados como pertenecientes a Bacteria (99,4% de los ASVs), 83 a Archaea (0,52%) y 14 ASVs 
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(0,09%) no pudieron ser asignados a ninguno de ellos. Los análisis posteriores se centraron sólo en el 

dominio Bacteria. De las 15927 secuencias de Bacteria se retuvieron 15868 secuencias; un total de 57 

(0,36%) secuencias se eliminaron debido a que su tamaño estaba fuera del valor promedio esperado 

para el amplicón, si bien previamente se chequeó si su identidad correspondía a secuencias 

bacterianas de la región V4 del gen codificante para el ARNr 16S mediante la búsqueda en la base de 

datos BLASTn. 

 

Tabla 4.8. Procesamiento de secuencias con QIIME 2. En la tabla se reporta el número de secuencias 

(sec.) obtenidas en los diferentes pasos del procesamiento. Las letras DQ indican desecación química, 

la letra R rolado y las letras SS sin supresión. Los números romanos (I al IV) identifican las réplicas de 

cada tratamiento y en naranja se indican las muestras de 2018 y en azul las de 2019. 

Muestras Número 
de sec. de 

entrada 

Número de 
sec. 

filtradas 

Número de 
sec. 

denoised 

Número 
de sec. 

merged 

Número de 
sec. sin 

quimeras 

Número 
de sec. de 
Bacteria 

IDQ_1 70880 65939 62788 54298 50533 50095 

IIDQ_1 61407 57453 54122 45566 42738 42415 

IIIDQ_1 61756 57689 54519 45693 43157 42659 

IVDQ_1 65157 61057 57446 48352 45823 45174 

IR_1 77742 72324 68709 60072 56494 55962 

IIR_1 70219 65723 62162 52743 49484 48976 

IIIR_1 72658 67898 64391 55305 51977 51414 

IVR_1 70146 65576 62094 52523 49189 48379 

ISS_1 68949 64836 61311 52792 49903 49067 

IISS_1 72580 67373 63348 54040 50436 49532 

IIISS_1 71310 66844 62900 53452 50483 49828 

IVSS_1 68442 64417 61018 52422 49432 48637 

IDQ_2 56768 51169 48403 38613 36944 36534 

IIDQ_2 51695 46616 44293 36333 34972 34771 

IIIDQ_2 92324 82522 79309 68424 64402 63955 

IVDQ_2 104277 93427 89697 77175 71052 70364 

IR_2 84109 75739 72691 62412 58407 57575 

IIR_2 150072 135119 131250 117750 108130 107325 

IIIR_2 112872 102231 98457 86926 81054 79928 

IVR_2 56380 50879 48211 38879 37077 36310 

ISSDQ_2 47531 42122 39656 31970 29617 29295 

IISSDQ_2 106139 95827 93173 83109 76422 75819 

IIISSDQ_2 101174 91151 88001 77412 71055 70280 

IVSSDQ_2 161715 146349 142264 129365 118302 117016 

ISSR_2 96058 86657 83597 73984 68675 67722 

IISSR_2 188651 169307 165282 151609 136850 135454 

IIISSR_2 84595 75932 73091 62560 58192 57724 

IVSSR_2 36603 32812 30399 23862 22935 22538 
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Los datos rarefaccionados correspondientes a Bacteria fueron los que se emplearon 

posteriormente para los análisis de diversidad α y β. La rarefacción se llevó a cabo en base a la muestra 

con el menor número de secuencias, en este caso IVSSR_2 (22538 secuencias) (Figura 4.5). 

 

 

 

Figura 4.5. Curvas de rarefacción para las distintas muestras analizadas mediante barcoded 

amplicon-sequencing. Se indica el número de ASVs (“Species”) esperables para un número creciente 

de secuencias en cada muestra (“Sample size” o esfuerzo de muestreo). Las letras DQ indican 

desecación química, la letra R rolado y las letras SS sin supresión. Los números romanos (I al IV) 

identifican las réplicas de cada tratamiento y en naranja se indican las muestras de 2018 y en azul las 

de 2019. 
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3.5.1. Diversidad α 

Los resultados del análisis de la varianza para los índices de diversidad α se muestran en la Tabla 

4.9. Según los resultados, las comunidades microbianas en la rizosfera de plantas SS, R y DQ 

mostraron los siguientes índices de diversidad α similares: riqueza de especies (S’ e índice de Chao-

1), índice de Shannon e índice de equitatividad de Shannon (P>0,05; Tabla 4.9). Sólo se observaron 

diferencias marginalmente significativas entre métodos de finalización para el índice recíproco de 

Simpson (P<0,1; Tabla 4.9). En la rizosfera de plantas R se observó un mayor índice respecto del 

método SS, mientras que no se diferenciaron de DQ.  

 

Tabla 4.9. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para los 

índices de diversidad alfa: Chao-1: índice de Chao-1 (riqueza estimada); S’: riqueza observada (ASVs 

observados); 1/λ: recíproco de Simpson; H’: índice de Shannon; EH: índice de equitatividad de Shannon. 

Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a 

los tratamientos: desecación química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS). 

    Chao-1 S’ 1/λ H’ EH 

 n    Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Método de 

finalización 

           

DQ 8 1157 97,23 1152 94,71 594,18 AB 47,17 6,68 0,08 0,950 0,002 

R 8 1314 97,23 1304 94,71 663,93 A 47,17 6,81 0,08 0,951 0,002 

SS 12 1233 79,39 1223 77,33 549,18 B 43,29 6,68 0,07 0,946 0,002 

  

gl 

 

P-valor 

Método de 

finalización 

2 0,530 0,535 0,074 0,444 0,224 

Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los métodos de finalización (P<0,05). 

3.5.2. Diversidad β 

El análisis multivariado a través de PERMANOVA para estudiar la diversidad β indicó un efecto 

no significativo del método de finalización (P>0,05; Tabla 4.10). Estos resultados se visualizaron en el 

ordenamiento mediante NMDS con distancia UniFrac generalizada donde no se observó una 

separación entre las comunidades bacterianas de la rizosfera de plantas sometidas a los distintos 

métodos de finalización (Figura 4.6). 
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Tabla 4.10. Análisis multivariado de la varianza no paramétrico (PERMANOVA) con 1000 

permutaciones. gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican significancia estadística. 

 PERMANOVA (distancia UniFrac generalizada) 

 gl F. modelo P-valor 

Método de finalización 2 1,38 0,186 

gl error 25   

 

 

Figura 4.6. Análisis multivariado del conjunto de datos metagenómicos en la rizosfera de Avena 

sativa L. Las letras DQ indican desecación química, la letra R rolado y las letras SS sin supresión. Los 

números romanos (I al IV) identifican las réplicas de cada método de finalización y el número 1 indica 

las muestras de 2018 y el número 2 las de 2019. Los centroides se encuentran indicados con recuadros. 

El error estándar de DQ, R y SS se indica con elipses de color negro, rojo y verde, respectivamente. El 

ordenamiento se llevó a cabo mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) y métrica 

de distancia UniFrac generalizada. Stress-value= 0,08. 
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3.5.3. Composición de la comunidad bacteriana de la rizosfera de avena  

 

El ACP de los datos transformados a clr generaron un conjunto de siete CPs no correlacionados 

con autovalor >1 que en conjunto explicaron el 71% de la variabilidad entre las muestras de rizosfera 

en base a los 27 géneros de mayor contribución seleccionados (Tabla 4.11). La CP1 presentó loadings 

positivos (>0,45) para Curvibacter, Duganella, Erythrobacter, Flavilitoribacter, Longimicrobium, 

Massilia, Novosphingobium, Parviterribacter y Phenylobacterium, así como loadings negativos (<−0,45) 

para Brevifollis, Chitinispirillum, Lacunisphaera y Nocardioides. La CP2 mostró loadings positivos para 

Abditibacterium, Massilia y Sediminibacterium y loadings negativos para Azoarcus, Gp17, Litorilinea, 

Parviterribacter y Thermanaerothrix. La CP3 tuvo loadings positivos para Geminisphaera, Gemmata y 

Methylobacterium y loadings negativos para Stella. Los autovectores de la CP4 incluyeron loadings 

positivos para Azoarcus y loadings negativos para Brevifollis. La CP5 mostró loadings positivos para 

Longimicrobium y loadings negativos para Kineosporia y Thermanaerothrix. El autovector de la CP6 

incluyó loading positivo para Brevundimonas. Mientras, que la CP7 no presentó ningún género con 

loadings >|0,45|. 
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Tabla 4.11. Análisis de componentes principales usando la transformación de los datos centered log 

ratio (clr), con autovalor y proporción acumulada de la variabilidad del conjunto de datos explicada por 

las siete componentes principales (CP) (autovalor >1). Los autovectores con loadings >|0,45| están en 

negrita. En la parte de abajo de la tabla se detallan los valores de probabilidad (P-valor) y los grados 

de libertad (gl) del análisis de la varianza (ANOVA) para los tratamientos. Valores de P<0,05 que indican 

significancia estadística se muestran en negrita. 

  CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 

Autovalor  5,93 3,70 2,57 2,10 1,73 1,56 1,47 

Proporción  0,22 0,14 0,10 0,08 0,06 0,06 0,05 

Proporción acumulada 0,22 0,36 0,45 0,53 0,59 0,65 0,71 

  Correlación con las variables originales  

Abditibacterium  -0,07 0,68 0,19 0,30 -0,05 -0,22 -0,24 

Azoarcus  0,30 -0,46 0,24 0,51 -0,22 -0,24 0,29 

Brevifollis  -0,58 0,12 0,18 -0,52 0,19 -0,20 0,02 

Brevundimonas  0,44 0,13 0,06 0,03 0,21 0,46 -0,30 

Chitinispirillum  -0,53 -0,13 -0,27 -0,15 0,25 0,21 0,28 

Curvibacter  0,65 0,40 0,05 -0,09 0,24 0,27 -0,17 

Duganella  0,70 0,35 -0,18 -0,06 -0,02 -0,17 0,27 

Erythrobacter  0,70 -0,35 -0,12 -0,19 0,06 -0,39 0,19 

Flaviaesturariibacter 0,05 0,39 -0,44 0,36 0,17 -0,11 -0,36 

Flavilitoribacter  0,61 0,07 -0,01 -0,39 -0,35 0,05 -0,11 

Geminisphaera  -0,14 -0,18 0,63 -0,17 0,29 -0,36 -0,11 

Gemmata  0,43 -0,16 0,47 0,38 0,15 0,07 -0,14 

Gp17  0,05 -0,69 -0,26 -0,29 0,00 0,13 -0,44 

Kineosporia  0,30 0,11 0,27 -0,35 -0,59 0,17 0,11 

Lacunisphaera  -0,49 0,22 -0,25 0,13 0,19 0,34 0,35 

Litorilinea  -0,34 -0,60 0,28 0,26 0,19 0,24 -0,04 

Longimicrobium  0,49 -0,24 -0,18 -0,32 0,54 -0,15 0,11 

Marmoricola  0,08 0,21 -0,17 -0,39 -0,04 0,34 0,36 

Massilia  0,77 0,53 -0,05 0,10 0,13 0,11 -0,02 

Methylobacterium  0,01 0,37 0,67 0,17 0,07 0,19 0,37 

Nocardioides  -0,57 0,22 -0,44 0,30 -0,05 0,13 0,16 

Novosphingobium  0,78 0,15 -0,05 -0,14 0,05 0,05 0,04 

Parviterribacter  0,48 -0,58 0,21 0,13 -0,13 0,26 0,28 

Phenylobacterium  0,53 -0,14 -0,07 0,37 -0,08 0,23 -0,06 

Sediminibacterium  -0,40 0,54 0,18 -0,08 -0,45 -0,17 -0,05 

Stella  0,39 -0,07 -0,58 0,31 -0,03 -0,39 0,27 

Thermanaerothrix  -0,13 -0,46 -0,33 0,03 -0,50 0,12 -0,21 

 gl P-valor 

Método de finalización 2 0,027 0,679 0,019 0,332 0,123 0,240 0,243 
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Tabla 4.12. Resultados del procedimiento de separación de medias para las componentes principales 

(CPs) que mostraron una respuesta estadísticamente significativa del método de finalización (CP1 y 

CP3). Métodos de finalización: desecación química (DQ), rolado (R) y sin supresión (SS).  

 CP1 CP3 

Método de finalización   

 DQ -0,68 B -0,53 B 

 R -0,70 B 0,69 A 

 SS 0,90 A -0,11 B 

Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los métodos de finalización (P<0,05). 

 

Las siete CPs fueron utilizadas como variables independientes en los análisis de la varianza 

(ANOVA) posteriores para evaluar el efecto del método de finalización sobre las comunidades 

bacterianas de la rizosfera de avena. En la parte inferior de la Tabla 4.11 se informan los valores de 

probabilidad y grados de libertad asociados con estos análisis para cada CP. Los resultados mostraron 

un efecto estadísticamente significativo del método de finalización sólo para las CPs  1 y 3 (P<0,05; 

Tabla 4.11). En la Figura 4.7A se muestran las medias de la CP1 para cada método de finalización con 

sus respectivos errores estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 4.12). La contribución 

de cada género a estos resultados se indica en la Figura 4.7B. El grupo de bacterias con loading positivo 

disminuyó significativamente cuando se finalizó la avena con DQ y R, mientras que el comportamiento 

opuesto fue observado para los géneros bacterianos con loading negativo, con respecto a SS (Figura 

4.3B). En la Figura 4.8A se muestran las medias de la CP3 para cada método de finalización con sus 

respectivos errores estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 4.12). La contribución de 

cada género a estos resultados se indica en la Figura 4.8B. El grupo de bacterias con loading positivo 

disminuyó significativamente en la rizosfera de avena finalizada por DQ, mientras que lo opuesto ocurrió 

para los géneros con loading negativo, con respecto a R (Figura 4.8A). No se observaron diferencias 

significativas entre DQ y SS, pero sí con respecto a R. 
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Figura 4.7. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran 

los géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 4.11 para la CP1. A) Valores medios de los scores de la CP1 para 

cada método de finalización con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas 

entre los métodos de finalización (P<0,05). B) Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP1 (M×L) para cada método de 

finalización (DQ: desecación química; R: rolado y SS: sin supresión).  
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Figura 4.8. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran 

los géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 4.11 para la CP3. A) Valores medios de los scores de la CP3 para 

cada método de finalización con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas 

entre los métodos de finalización (P<0,05). B) Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP3 (M×L) para cada método de 

finalización (DQ: desecación química; R: rolado y SS: sin supresión).  
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4. Discusión  

4.1. Cuantificación de bacterias heterótrofas aerobias y abundancia de grupos microbianos 

mediante qPCR 

La falta de diferencias significativas entre los métodos de finalización podría deberse a que en 

condiciones de campo resulta más dificultoso detectar diferencias debido a la variabilidad climática, y 

a la heterogeneidad espacial en la disponibilidad de nutrientes, humedad del suelo y comunidad 

microbiana (Sheng et al., 2012; Zabaloy et al., 2015; Schlatter et al., 2017). En este estudio de corto 

plazo (2 años de duración), la DQ del CCI con glifosato se realizó con la dosis recomendada de uso 

para este fin. Ratcliff et al., (2006) encontraron que el glifosato aplicado a dosis recomendadas a campo 

no produjo efectos sobre el número de bacterias cultivables respecto del suelo control sin herbicida, 

aunque una dosis 100 veces mayor provocó un incremento en el recuento de BHA del 25%. Zabaloy et 

al., (2008) también observaron un aumento en los recuentos de BHA en diferentes suelos tratados con 

glifosato cuando aplicaron una dosis 10 veces mayor a la dosis de uso recomendada. 

Las bacterias cultivables representan una fracción ecológicamente importante de la comunidad 

bacteriana del suelo. Aunque menos del 1% de los microorganismos del suelo pueden ser cultivados 

usando técnicas estándar de laboratorio, ellos constituyen una gran proporción de la biomasa 

bacteriana total y cumplen un papel importante en los ciclos de nutrientes (Ellis et al., 2003). Para la 

caracterización de la estructura de la comunidad bacteriana cultivable en la rizosfera se utilizó el método 

desarrollado por De Leij et al., (1993), quienes utilizan el concepto de estrategas r/K. Los estrategas K 

y r y los índices de biodiversidad (EP y CD) no se vieron afectados por los métodos de finalización en 

la rizosfera de avena (Tabla 4.1). Por el contrario, Imparato et al., (2016) reportaron que la aplicación 

de glifosato en cebada aumentó la proporción de estrategas r en el suelo rizosférico respecto del 

tratamiento de corte o control (sin tratar), donde dominaron los estrategas K. Sin embargo, este 

experimento fue realizado bajo condiciones ambientales controladas en invernáculo, en plantas de otra 

especie de gramínea y de 25 días de crecimiento, por lo que sus resultados no son estrictamente 

comparables con los obtenidos en este estudio. Además, se ha establecido que la especie de planta, 

cultivar, edad y morfología radical, son determinantes en definir la diversidad bacteriana predominante 

en la rizosfera debido al papel significativo de los exudados radicales (Rascovan et al., 2016; Saleem 

et al., 2018). Varios estudios indican que las comunidades microbianas en la rizosfera cambian a 

medida que una planta crece, florece y muere, lo que implica que la relación entre el microbioma radical 

y su planta huésped no es estática, sino que cambia con el tiempo (Chaparro et al., 2014; Shi et al., 

2015; Chen et al., 2019). Por ejemplo, la rizosfera de una planta joven está habitada principalmente por 

organismos de estrategia r, es decir, especies bacterianas que tienen tasas de crecimiento rápidas y 
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utilizan sustratos simples, mientras que el grupo presente en plantas maduras prefiere sustratos más 

complejos (estrategas K) (de Araujo et al., 2019).  

Los métodos de finalización no afectaron la abundancia del gen ARNr 16S de Bacteria y Archaea 

en la rizosfera de avena (Tabla 4.6). En un ensayo a campo, Romdhane et al., (2019) reportaron que 

no hubo modificaciones en la abundancia de Bacteria y Archaea en suelo no rizosférico luego de la 

supresión del CC por distintos métodos, ya sea químico (glifosato + 2,4−D), mecánico (rolado) o por 

condiciones climáticas desfavorables (heladas invernales).   

Las abundancias de los genes de microorganismos implicados en el ciclo del N (amoA de AOA, 

BOA, nirS, nirK) en la rizosfera de avena no se vieron afectadas por los métodos de finalización (Tabla 

4.6). En un ensayo de un año de duración, Romdhane et al., (2019) reportaron que los métodos de 

supresión de los CC no afectaron la abundancia de AOA y BOA, mientras el número de copias de los 

genes de reductasas de nitritos (nirK y nirS) fue menor en CC finalizados químicamente (glifosato + 

2,4-D, 3 días postsupresión) que en los tratamientos de rolado y de secado natural por heladas. Jenkins 

et al., (2017) tampoco observaron respuesta de la abundancia relativa del gen amoA de BOA y AOA al 

tratamiento con glifosato en cultivares híbridos de maíz susceptible (DeKalb DKC65-18) y resistente 

(DeKalb DKC65-17) al herbicida en un sistema de labranza mínima. En tanto, el corte de una pastura 

de gramíneas (Stipa krylovii, Agropyron cristattum y Cleistogenes squarrosa) no tuvo efectos 

observables sobre las abundancias del gen amoA de AOA y BOA y los genes de reductasas de nitritos 

en suelo con respecto al control sin corte (Zhang et al., 2018). Por el contrario, en un ensayo en 

invernáculo, Allegrini et al., (2019) observaron que la abundancia del gen amoABOA en la rizosfera de 

plantas de avena cortadas fue más del doble que en plantas tratadas con glifosato, mientras que las 

AOA disminuyeron en la rizosfera de plantas suprimidas con glifosato recién a los 26 días 

postsupresión. Las diferencias observadas en los resultados obtenidos en estudios previos y los 

presentados en este capítulo podrían atribuirse a múltiples factores, como la duración y las condiciones 

de los ensayos, tipo de suelo, momento de muestreo en los cuales se evaluaron los genes indicadores, 

entre otros. Por ejemplo, los análisis de los datos del primer año de este ensayo mostraron que en la 

rizosfera de plantas desecadas con glifosato tienen lugar cambios en las comunidades microbianas 

como lo indicó la mayor abundancia del gen nirK y la mayor relación BOA/ bacterias totales y menor 

relación AOA/ BOA en relación con los tratamientos de R y SS, posiblemente mediados por metabolitos 

y/o detritos celulares de la planta senescente, que resultan en una estimulación de la nitrificación 

autotrófica (APN) (Morales et al., 2020b). Por lo tanto, es necesario contar con estudios a campo de 

larga duración para evaluar la resistencia y la resiliencia de las comunidades microbianas y el impacto 

en la sustentabilidad del agroecosistema. 
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En este estudio se observó una correlación significativa y positiva entre la APN y la abundancia 

de amoABOA, en coincidencia con lo reportado por otros autores que muestran que las BOA, pero no 

las AOA, correlacionan positivamente con la APN (Carey et al., 2016, Zabaloy et al., 2017). 

La PCR cuantitativa mostró similar abundancia del gen phnJ entre los métodos de finalización 

(Tabla 4.6). Estos resultados coinciden con los resultados presentados en el capítulo 2. El hecho de no 

encontrar diferencias con este gen sugiere la participación de otra vía metabólica de degradación del 

glifosato, lo que implicaría cuantificar, por ejemplo, otros genes de la vía del AMPA (gox, thiO). En un 

trabajo reciente, Hernández Guijarro et al., (2021) cuantificaron el gen de la glicina oxidasa (thiO) de 

Bradyrhizobium a partir de suelos tratados con glifosato en condiciones de campo. En el suelo sin 

exposición previa al herbicida, encontraron que la abundancia del gen thiO aumentó con el tiempo 

después de la aplicación de glifosato, lo que relacionaron con la presencia de cepas de Bradyrhizobium 

con potencialidades para degradarlo. Por el contrario, en un suelo agrícola con más de 10 años de 

aplicación continua de glifosato, reportaron que la abundancia de este gen disminuyó, posiblemente 

como resultado de la susceptibilidad al glifosato de las especies presentes en ese suelo.  

4.2. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

No se observaron diferencias significativas entre métodos de finalización para las métricas de 

diversidad α y β (distancia UniFrac generalizada) (Tabla 4.9 y 4.10). Estos resultados son consistentes 

con los reportados en el capítulo 3. En tanto, mediante el análisis de composición de la comunidad 

bacteriana de la rizosfera de avena sí se detectaron diferencias significativas entre métodos de 

finalización (Tabla 4.11). 

Para la CP1, la respuesta de las bacterias al método de finalización fue significativa (P<0,05; 

Tabla 4.11). Se generaron dos grupos, cada uno compuesto por 9 y 4 géneros, que respondieron de 

manera opuesta a los métodos de finalización (Figura 4.3B).  

El grupo de 9 géneros indicadores desfavorecidos por los métodos DQ y R fueron: Duganella, 

Massilia, Erythrobacter, Novosphingobium, Curvibacter y Phenylobacterium (Proteobacteria), 

Flavilitoribacter (Bacteroidetes), Longimicrobium (Gemmatimonadetes) y Parviterribacter 

(Actinobacteria). Los géneros Duganella y Massilia pertenecen a la familia Oxalobacteraceae. Los 

miembros de esta familia son bacterias Gram-negativas, heterótrofas y no forman esporas, se 

encuentran en diversos hábitats como agua, suelo y asociados a plantas, a su vez tienen un amplio 

rango de propiedades fenotípicas y ecológicas (Baldani et al., 2014). Duganella ha sido aislada de la 

rizosfera de caña de azúcar (Saccharum officinarum L.), tiene la capacidad de producir polisacáridos 

extracelulares y el potencial de actuar como PGPR (Anderson y Habiger, 2012; Madhaiyan et al., 2013). 

Además, esta bacteria es productora del antibiótico violaceína, un conocido inhibidor de virus, hongos 

y nanoflagelados (Jiang et al., 2010). Yin et al., (2013) identificaron a Duganella en la rizosfera de trigo 
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infestada con Rhizoctonia solani AG-8, donde podría actuar como un agente de biocontrol. Massilia ha 

sido identificada en la rizosfera de muchas especies de plantas como caña de azúcar (Pisa et al., 2011), 

trigo (Yin et al., 2013; Araujo et al., 2019; Schlatter et al., 2020), maíz (Li et al., 2014), Alyssum murale 

L. (Abou-Shanab et al., 2010), Sonchus asper L. (Dohrmann y Tebbe, 2005), Salix viminalis L. 

(Hrynkiewicz et al., 2010), Ipomoea batatas L. (Weinert et al., 2010) y girasol (Oberholster et al., 2018). 

Ofek et al., (2012) reportaron que la abundancia de Massilia se vio afectada por el estado de desarrollo 

de pepino (Cucumis sativus L.) y el medio de crecimiento de la planta (residuos de Diplotaxis tenuifolia 

L. y enmiendas de compost + perlita).  

Los géneros Erythrobacter y Novosphingobium pertenecen a la familia Erythrobacteraceae, cuyos 

miembros son Gram-negativos, aerobios, quimioorganoheterótrofos, producen pigmentos y no forman 

esporas. Se conocen distintas propiedades de estas bacterias, como su uso en biorremediación, 

producción de carotenoides, compuestos citotóxicos, entre otras (Tonon et al., 2014). Erythrobacter ha 

sido aislada de la rizosfera de Suaeda japonica (Lee Soon Dong et al., 2019) y Kandelia candel (Ye et 

al., 2020). Tang et al., (2019) reportaron que la cepa YH-07T, una nueva especie del género 

Erythrobacter, redujo la incidencia de la enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici en tomate y promovió el crecimiento de las plantas. A su vez, los autores expusieron que 

esta bacteria presentó genes con rasgos de PGP (biosíntesis de antibióticos, producción de sideróforos, 

colonización radical y tolerancia a ambientes hostiles) (Tang et al., 2019). Novosphingobium fue aislada 

del suelo rizosférico de plantas como Arabidopsis thaliana L. (Lin et al., 2014b), algodón (Kämpfer et 

al., 2015a), maíz (Kämpfer et al., 2015b), Glycyrrhiza uralensis (Li Yan-Qiong et al., 2015) y arroz 

(Zhang et al., 2016). Esta bacteria también fue aislada de una variedad de arroz tolerante a la salinidad, 

mostrando funciones PGPR (como producción de AIA, acetoína y sideróforos) y formación de biofilm 

(Krishnan et al., 2017).  

El género Curvibacter pertenece a la familia Comamonadaceae, es aerobio y quimiorganótrofo 

(Willems, 2014). En la sección 4.2 del capítulo 3 de esta tesis se identificó a esta bacteria en la rizosfera 

de avena, donde su abundancia se vio afectada negativamente por la finalización química (DQ) del 

CCI. Phenylobacterium (Alfaproteobacteria) es una bacteria Gram-negativa, aerobia o anaerobia 

facultativa y fue aislada de la rizosfera de ginseng (Farh et al., 2016). Este género también fue 

identificado en la rizosfera de maíz como PGPR, con la función de fijar N (Yang Yi et al., 2017). 

Flavilitoribacter pertenece al orden Saprospirales, el cual ha sido identificado en la rizosfera de maíz y 

pasto varilla (Panicum virgatum L.) (Hargreaves et al., 2015).  

Los miembros del filo Gemmatimonadetes tienen una distribución cosmopolita en los sistemas 

terrestres, aunque se encuentran generalmente con baja frecuencia en las comunidades microbianas 

del suelo, con abundancias relativas que oscilan entre el 0,2 y 6,5% (DeBruyn et al., 2011). 

Longimicrobium es el único género de la familia Longimicrobiaceae, es aerobio 
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quimioorganoheterótrofo, Gram-negativo y no forma esporas. Esta bacteria ha sido clasificada como 

oligotrófica porque es capaz de crecer a bajas concentraciones de nutrientes (Pascual et al., 2016). 

Parviterribacter es una bacteria aerobia estricta quimioorganoheterótrofa, Gram-positiva, no forma 

esporas y fue aislada del suelo (Foesel et al., 2016). Liu et al., (2020) reportaron que la abundancia 

relativa de Parviterribacter aumentó con los años de aplicación de atrazina en el cultivo de maíz.  

El grupo de 4 géneros indicadores favorecidos por los métodos DQ y R fueron: Brevifollis y 

Lacunisphaera (Verrucomicrobia), Chitinispirillum (Fibrobacteres) y Nocardioides (Actinobacteria). Los 

miembros del filo Verrucomicrobia son ubicuos en el suelo, representan el 1 al 10% del ARNr 16S 

bacteriano total en los suelos (Buckley y Schmidt, 2001; Bergmann et al., 2011). La abundancia y 

estructura de Verrucomicrobia es variable en el suelo y puede ser afectada por su contenido de 

humedad y fertilidad (Buckley y Schmidt, 2001; Navarrete et al., 2015). Brevifollis es una bacteria Gram-

negativa, aerobia, quimioorganoheterótrofa y ha sido aislada de un consorcio artificial de alga verde 

(Chlorella vulgaris) y bacterias originarias del suelo (Otsuka et al., 2013). La familia Opitutaceae, a la 

cual pertenece Lacunisphaera, fue identificada en la rizosfera de algodón con acción antagonista frente 

a patógenos del suelo (Li et al., 2015). Chitinispirillum es una bacteria Gram-negativa y utiliza quitina 

como fuente de C (Sorokin et al., 2016). Esta bacteria pertenece al filo Fibrobacteres, el cual ha sido 

identificado en la rizosfera de trigo ( Kavamura et al., 2019; Dal Cortivo et al., 2020; Ren et al., 2020) y 

se correlacionó positivamente con el contenido de NO3
- del suelo y el rendimiento de trigo (Ren et al., 

2020). Nocardioides ha sido aislada de la rizosfera de especies como Peucedanum japonicum Thunb. 

(Lee et al., 2011), Papaver sp. (Singh y Yin, 2016), Tagetes patula L. (Chhetri et al., 2021) y Cynanchum 

wilfordii L. (Suh et al., 2021). Piutti et al., (2003) reportaron que una cepa del género Nocardioides tiene 

la capacidad de degradar el herbicida atrazina. A su vez, Hou et al., (2015) indicaron que Nocardioides 

puede ser un potencial degradador de hidrocarburos del petróleo.  

Para la CP3, la respuesta de las bacterias al método de finalización fue significativa (P<0,05; 

Tabla 11). Los géneros que fueron favorecidos en la rizosfera de avena finalizada por R en comparación 

con DQ y SS fueron Gemmata, Geminisphaera y Methylobacterium, mientras que el género que 

disminuyó en abundancia fue Stella. 

El filo Planctomycetes se distribuye ubicuamente en el suelo (Ward et al., 2006) y su abundancia 

y diversidad es sensible a la historia de uso del suelo (Buckley et al., 2006). El único representante de 

este filo que resultó afectado por los tratamientos fue Gemmata, un género aislado previamente del 

suelo (Wang et al., 2002). Esta bacteria también fue identificada en la rizosfera de maíz (Hünninghaus 

et al., 2019; Akinola et al., 2021) y tomate (Shang y Yi, 2015). Shang y Yi (2015) reportaron que 

Gemmata es sensible a la fertilización nitrogenada. Methylobacterium es una bacteria Gram-negativa, 

aerobia estricta perteneciente al filo Proteobacteria, familia Methylobacteriaceae que crece en 

presencia de compuestos de un solo C tales como metanol y metilamina (Dourado et al., 2015). Los 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Geeta+Chhetri&option1=author&noRedirect=true
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miembros de este género han sido encontrados en una variedad de hábitats como suelo, rizosfera, 

agua, granos, hojas, nódulos y aire (Green, 2015). Methylobacterium fue reportada como endófita en 

diferentes plantas hospedantes como algodón, maní, cítricos, pino, eucalipto, tabaco, entre otras 

(Dourado et al., 2015). Las especies de Methylobacterium están incluidas en el grupo de PGPR, por su 

producción de fitohormonas y su capacidad de solubilizar fosfato y producir sideróforos (Jinal et al., 

2020).  

Stella es un representante del filo Proteobacteria (Alfaproteobacteria) identificada como un 

indicador en el grupo que responde positivamente a los métodos DQ y SS. Es una bacteria Gram-

negativa perteneciente a la familia Stellacea, propuesta recientemente por Hördt et al., (2020). Stella 

fue aislada del suelo y asociada con procesos de descomposición de la MO, lo que mejora la fertilidad 

del suelo y la productividad de los cultivos (Vasilyeva, 1985).  

5. Conclusiones   

Los resultados de este capítulo muestran que entre los indicadores evaluados solo los análisis 

de la composición de la comunidad bacteriana de la rizosfera resultaron sensibles a los métodos de 

finalización de la avena. La mayoría de los géneros de bacterias que disminuyeron en abundancia en 

la rizosfera como resultado de la DQ y el R, han sido identificadas como PGPR, mientras que entre las 

que se vieron favorecidas se encuentran géneros antagonistas de patógenos de planta, degradadores 

de quitina, herbicidas e hidrocarburos derivados del petróleo. A su vez, el R favoreció a bacterias 

consideradas PGPR y disminuyó un género asociado con la degradación de la MO. Por lo tanto, es 

esencial una comprensión más completa de las interacciones a largo plazo entre las prácticas de 

manejo de los CCI, las propiedades del suelo y la diversidad de las comunidades microbianas 

rizosféricas para llevar a cabo prácticas agronómicas que permitan mantener la salud de suelo y 

promover la sustentabilidad ambiental. 
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CAPÍTULO 5 

ANÁLISIS DEL MICROBIOMA RIZOSFÉRICO DE Helianthus annuus L. Y LA 

PERFORMANCE DEL CULTIVO EN RELACIÓN AL MANEJO DEL CCI ANTECESOR 

1. Introducción  

A nivel mundial, el girasol (Helianthus annuus L.) constituye una de las cuatro especies cultivadas 

más importantes para la obtención de aceite vegetal, después de la soja, la colza y la palma. Argentina 

es uno de los cuatro principales países productores y exportadores de aceite de girasol del mundo 

(USDA, 2020). En Argentina, el área potencialmente cultivable con girasol se extiende desde Chaco en 

el norte, hasta el sur de la región pampeana. Su alto grado de plasticidad, tanto en aspectos vegetativos 

(tamaño de hojas) como reproductivos (número de flores) hace que pueda adaptarse a este amplio 

rango de ambientes (Díaz-Zorita et al., 2003). La superficie sembrada en Argentina con girasol durante 

la campaña 2021/22 fue de 1,65 millones de hectáreas, con una producción anual de tres millones de 

toneladas (Bolsa de Cereales de Buenos Aires, 2022).  

La producción de girasol en SD se ha expandido en Argentina. Estos sistemas generan un 

aumento en la utilización de herbicidas para combatir las malezas y, a su vez, la aparición de malezas 

resistentes (Castaño, 2018). En ese contexto, los CCI se consideran como una alternativa para mejorar 

estos problemas. Baigorria et al., (2019) reportaron que la inclusión de CCI y el secado mediante el 

rolado redujo el valor de coeficiente de impacto ambiental más de un 70% respecto del barbecho, sin 

afectar el rendimiento de soja. Varios estudios han investigado el efecto de los CCI sobre el rendimiento 

del cultivo sucesor, pero no hay un consenso en los resultados. Por un lado, en un metaanálisis 

realizado por Miguez y Bollero (2005) con datos mundiales se reportó que los CCI de gramíneas no 

aumentaron ni disminuyeron el rendimiento de maíz en relación con el barbecho. Sin embargo, un 

metaanálisis publicado por Alvarez et al., (2017) encontró que el rendimiento de maíz disminuyó con el 

uso de CCI de gramíneas en la región pampeana. Sá Pereira et al., (2020), empleando avena como 

antecesor de girasol en el SOB, también reportó que el CCI disminuyó el rendimiento del cultivo sucesor 

respecto del barbecho.    

Por otra parte, se desconoce cómo el manejo del CCI antecesor puede afectar el desarrollo del 

girasol y su microbioma asociado. En relación a ello, los métodos de finalización empleados sobre el 

CCI pueden resultar en cambios significativos sobre la composición bacteriana rizosférica del CCI como 

se demostró en el capítulo anterior.  

La información disponible respecto a los efectos de la supresión mecánica de CCI sobre cultivos 

estivales es escasa (Dorn et al., 2013; Wortman et al., 2013). Wortman et al., (2013) en un ensayo a 

campo de 2 años de duración, reportaron que el corte de una mezcla de CCI aumentó 16,6 y 22,7% el 

rendimiento de maíz y soja, respectivamente en relación al control sin CCI. Por el contrario, Dorn et al., 



114 
 
(2013) encontraron que la supresión mecánica (rolado) de distintas especies de CC disminuyó 

aproximadamente un 23,4% el rendimiento del cultivo sucesor (trigo) en relación con el tratamiento 

glifosato.  

Por otra parte, la supresión química puede generar exudación del glifosato y/o AMPA a través de 

las raíces hacia el suelo (Duke et al., 2012; Kremer et al., 2015) y residuos remanentes en la biomasa 

vegetal muerta, que pueden afectar al cultivo sucesor. El glifosato libre en la rizosfera y suelo 

circundante puede causar efectos tóxicos en cultivos y reducción del crecimiento (Rodrigues et al., 

1982; Neumann et al., 2006; Ronco et al., 2008; Clua et al., 2012). En un estudio realizado en 

invernáculo, se comprobó que los tejidos radiculares de raigrás tratado con glifosato constituyen un 

reservorio de herbicida biodisponible en el suelo, provocando efectos tóxicos sobre el cultivo sucesor 

(girasol) (Tesfamariam et al., 2009). Asimismo, Jang et al., (2020) reportaron que el daño a los cultivos 

causado por los residuos de glifosato en malezas blanco estuvo influenciado por el tipo de suelo, el 

agua disponible, la especie y la densidad de malezas. A su vez, se ha informado que el tiempo 

transcurrido entre la desecación con glifosato del CCI (Brachiaria ruziziensis) y la siembra directa de 

girasol en un suelo oxisol no debería ser inferior a 7 días, ya que a tiempos menores se observa 

reducción de los parámetros de desarrollo y productividad evaluados (altura de planta, número de 

hojas, materia seca de tallos y hojas, diámetro de tallo y producción de aquenios) (Giancotti et al., 

2014). 

La capacidad del suelo de adsorber el glifosato ha sido ampliamente revisada (Borggaard y 

Gimsing, 2008; Duke et al., 2012). El glifosato se adsorbe principalmente en superficies de carga 

variable como óxidos de Fe y Al, silicatos de Al (imogolita) y goetita (oxihidróxido de hierro III) y, en 

menor medida, en los recubrimientos de óxido de Fe de minerales de carga permanente (illita, esmaltita 

y vermiculita) y en la MO. La magnitud de la adsorción aumenta con el aumento de la superficie de los 

minerales y la disminución del pH. Una vez adsorbido, el glifosato no se libera fácilmente. Esto se debe 

a los altos valores de las constantes de adsorción (Ka) para este herbicida comparado con otros como 

el 2,4-D (hasta 100 veces mayores) (Farenhorst et al., 2008). Los suelos que contienen mayores 

cantidades de MO, arcilla y óxidos de Fe y Al pueden adsorber más glifosato y por lo tanto podrían 

limitar la interacción con las raíces (Gimsing y Borggaard, 2002a; Gimsing y Borggaard, 2002b). Se 

estima que entre un 5-24% del glifosato inicialmente adsorbido es liberado, dependiendo del tipo de 

suelo (Al-Rajab et al., 2008). Sin embargo, algunos estudios demuestran que el glifosato inmovilizado 

puede desorberse, en particular en suelos agrícolas donde la utilización de fertilizantes fosfatados 

desplaza al herbicida de los sitios de adsorción de la matriz del suelo (Bott et al., 2011). Como el fosfato 

y el grupo metilfosfónico del glifosato compiten por los mismos sitios de adsorción (Bott et al., 2011; 

Clua et al., 2012), la capacidad de los suelos para adsorber fosfato determina la disponibilidad de 

glifosato en la solución del suelo y un aumento en las concentraciones de fosfato puede resultar en una 
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mayor disponibilidad de glifosato (Bott et al., 2011; Gomes et al., 2015). En suelos de baja capacidad 

adsortiva y pH neutro a alcalino, la adición de fosfato puede desorber aún más glifosato resultando en 

problemas de fitotoxicidad (Hiera Da Cruz et al., 2007). Por lo tanto, la biodisponibilidad del glifosato 

para las plantas puede verse potencialmente alterada por la aplicación de fertilizantes que conducen a 

una removilización del glifosato previamente adsorbido a la matriz del suelo. 

No obstante, la información referente a los efectos que estos manejos aplicados en el CCI 

antecesor pueden ocasionar sobre el microbioma rizosférico del cultivo sucesor son aún más escasos. 

Se conoce que los CCI pueden compartir hongos patógenos con el cultivo principal ya sea como 

“puentes verdes” o “puentes marrones” (Erreguerena et al., 2020) actuando como hospedadores aún 

sin desarrollar síntomas visibles. Los CCI pueden promover la supresión de enfermedades 

favoreciendo grupos microbianos en la rizosfera, entre ellos, bacterias del género Pseudomonas spp. 

(Panth et al., 2020) con notorias capacidades de promoción del crecimiento vegetal y antagonistas de 

hongos patógenos (Agaras et al., 2015). Sin embargo, la información disponible en la literatura es 

contradictoria, ya que si bien algunos estudios reportan un efecto controlador de los CCI sobre hongos 

patógenos del suelo, como es el caso de centeno que reduce la severidad de ataques en el cultivo de 

soja (Wen et al., 2017), otros estudios mencionan que, en ciertas circunstancias, los CCI incrementan 

la incidencia de enfermedades, al afectar negativamente a las comunidades microbianas del suelo con 

actividad inhibitoria de Rhizoctonia solani (Sharma-Poudyal et al., 2016). 

Por lo tanto, en base a los antecedentes presentados, se hipotetiza que los métodos de 

finalización del CCI antecesor afectan la performance e inciden sobre el ensamblado de la microbiota 

rizosférica del cultivo de girasol, sucesor en la rotación. Además, se postula que la fertilización fosforada 

a la siembra del cultivo de girasol tendrá distinto impacto sobre la estructura de la microbiota rizosférica 

y la performance del cultivo de girasol, dependiendo del tratamiento de finalización empleado sobre el 

CCI que antecedió al girasol en la rotación. En relación a estas hipótesis se establecieron los siguientes 

objetivos específicos, a saber: 1) evaluar el efecto del método de finalización del CCI antecesor y la 

fertilización fosforada sobre los parámetros vegetativos y reproductivos del cultivo de girasol en la 

rotación, en un ensayo a campo en la localidad de Napostá, en el SOB; y 2) analizar la estructura de la 

comunidad de Bacteria en la rizosfera de girasol en respuesta al método de finalización del CCI 

antecesor y a la fertilización fosforada.  

2. Materiales y métodos  

2.1. Diseño experimental  

A los 13 días posteriores a la supresión del CCI (8 de noviembre de 2018 y 2019), se realizó la 

siembra de girasol sobre las parcelas que recibieron los distintos manejos. Se trabajó con un híbrido 

de girasol [Helianthus annuus L. var. Macrocarpus (D.C.) (Ckll)], KWSol 480 CL (KWS Argentina S.A.), 
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con una densidad de siembra de 68.000 plantas ha-1. La siembra del cultivo se realizó en forma directa 

a golpe, a una distancia de 52 cm entre líneas y 45 cm entre plantas. Al momento de la siembra se 

aplicó 30 kg ha-1 de fosfato diamónico (18-46-0) en banda subsuperficial a 5 cm de la línea de siembra 

a las parcelas que se destinaron a barbecho y a la mitad de las parcelas roladas y desecadas 

químicamente (Figura 5.1 y Tabla 5.2). En estado vegetativo se fertilizaron al voleo todas las parcelas 

con 40 kg N ha‒1 (urea 46%N).  

Se aplicó riego suplementario a todas las parcelas a la siembra y en estado reproductivo (R1) 

(Tabla 5.1). 

 

 

 Figura 5.1. Esquema representativo del diseño en bloques. Tratamientos: rolado (R), rolado con P 

(RP), desecación química (DQ), desecación química con fósforo (DQP) y barbecho con fósforo (BP).  

 

Tabla 5.1. Riego suplementario.   

Año Meses Agua de riego (mm) 

2018 Noviembre 6 

2018 Diciembre 6 

2019 Noviembre 12 

2019 Diciembre 60 
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Figura 5.2. Precipitaciones (mm de agua). Datos cedidos por la Estación Meteorológica EMA 

NAPOSTÁ (38°25’49’’S; 62°17’10.30’’O). 

2.2. Muestreo del suelo  

Se tomaron muestras del suelo no rizosférico a los 39 días después de la siembra de girasol, en 

estado vegetativo (V), en la profundidad de 0-10 cm con un barreno manual (38 muestras en total de 

las dos campañas agrícolas). Las muestras fueron secadas al aire, tamizadas (<2 mm) y enviadas a 

analizar para determinar el contenido de Pe (Bray y Kurtz, 1945) al Laboratorio de Servicios Analíticos 

de Suelos, Plantas y Ambiente (LABSPA, CERZOS-CONICET-UNS).  

El muestreo de rizosfera de girasol se realizó colectando al azar 2-3 plantas de las hileras 

centrales. Posteriormente se realizó la extracción de suelo rizosférico agitando moderadamente las 

raíces, para desprender el suelo no rizosférico (bulk soil) mientras que el suelo rizosférico se obtuvo 

removiéndolo de la raíz mediante desprendimiento manual con un pincel estéril de acuerdo con lo 

sugerido por Yanai et al., (2003). Las muestras de suelo se preservaron a −80°C hasta la extracción de 

ADN y a 4°C para los análisis fisiológicos y químicos. El total de muestras del suelo rizosférico de las 

dos campañas agrícolas fue de 34.  
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Figura 5.3. A) Vista general del experimento de campo; B) Extracción de suelo rizosférico de una raíz 

de girasol.  
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Tabla 5.2. Tratamientos y designación de cada una de las muestras analizadas.  

Muestras  Año Método de finalización Fósforo (P) Tratamiento 

IRP_1 2018 Rolado Con P RP 

IIRP_1 2018 Rolado Con P RP 

IIIRP_1 2018 Rolado Con P RP 

IVRP_1 2018 Rolado Con P RP 

IDQP_1 2018 Desecación química Con P DQP 

IIDQP_1 2018 Desecación química Con P DQP 

IIIDQP_1 2018 Desecación química Con P DQP 

IVDQP_1 2018 Desecación química Con P DQP 

IBP_1 2018 Barbecho Con P BP 

IIBP_1 2018 Barbecho Con P BP 

IIIBP_1 2018 Barbecho Con P BP 

IVBP_1 2018 Barbecho Con P BP 

IR_1 2018 Rolado Sin P R 

IIR_1 2018 Rolado Sin P R 

IIIR_1 2018 Rolado Sin P R 

IDQ_1 2018 Desecación química Sin P DQ 

IIDQ_1 2018 Desecación química Sin P DQ 

IIIDQ_1 2018 Desecación química Sin P DQ 

IVDQ_1 2018 Desecación química Sin P DQ 

IIRP_2 2019 Rolado Con P RP 

IIIRP_2 2019 Rolado Con P RP 

IVRP_2 2019 Rolado Con P RP 

IDQP_2 2019 Desecación química Con P DQP 

IIDQP_2 2019 Desecación química Con P DQP 

IIIDQP_2 2019 Desecación química Con P DQP 

IVDQP_2 2019 Desecación química Con P DQP 

IBP_2 2019 Barbecho Con P BP 

IIBP_2 2019 Barbecho Con P BP 

IIIBP_2 2019 Barbecho Con P BP 

IVBP_2 2019 Barbecho Con P BP 

IR_2 2019 Rolado Sin P R 

IIR_2 2019 Rolado Sin P R 

IIIR_2 2019 Rolado Sin P R 

IVR_2 2019 Rolado Sin P R 

IDQ_2 2019 Desecación química Sin P DQ 

IIDQ_2 2019 Desecación química Sin P DQ 

IIIDQ_2 2019 Desecación química Sin P DQ 

IVDQ_2 2019 Desecación química Sin P DQ 
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2.3. Determinación de parámetros vegetativos y reproductivos de planta 

Se evaluó la performance del cultivo de girasol en estado vegetativo midiendo la altura (cm), 

número de hojas y peso seco de tallos y hojas (g) (de 2-3 plantas de las hileras centrales). En estado 

reproductivo (R6, febrero 2019 y 2020) se registró la altura (cm), el número de hojas, el diámetro de la 

inflorescencia=capítulo (cm), el diámetro del tallo (cm) y el peso seco del capítulo con aquenios (g). Las 

determinaciones se realizaron de la siguiente manera: se enumeraron las hojas de más de 4 cm de 

largo; la altura se midió desde la base del suelo hasta la última hoja; el diámetro del tallo se midió a 2 

cm del suelo y el material vegetal se secó en estufa a 40ºC hasta peso constante. Para la recolección 

de estos datos se muestrearon todas las plantas menos las del borde. 

2.4. Extracción de ADN de suelo rizosférico y cuantificación  

La extracción de ADN a partir de 250 mg de suelo rizosférico se llevó a cabo utilizando el kit 

DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen GmbH, Alemania); la cuantificación usando el kit QuantiFluor® ds DNA 

System (Promega®, Estados Unidos) en un fluorómetro Quantus (Promega®, Estados Unidos) y la 

calidad del ADN fue analizada en un gel de agarosa al 1% y en un espectrofotómetro de la serie DS-

11 FX (DeNovix®, Estados Unidos), usando como indicador las relaciones de absorbancias (A260/A230 

y A260/280A).  

2.5. Análisis metagenómico y bioinformático de la comunidad microbiana 

El proceso de secuenciación de amplicones del gen codificante para el ARNr 16S (“barcoded 

amplicon sequencing”, en inglés), se llevó a cabo con la tecnología Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA, Estados Unidos) con un largo de lecturas de 2×300 pb y un mínimo de profundidad de 

secuenciación de 15000 paired-end-reads por corrida. La librería de genes fue preparada con los 

cebadores 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) y 806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3′) 

dirigidos a la región V4 del gen codificante para el ARNr 16S, usando el protocolo Fluidigm® (Anexo II). 

Los archivos FASTQ fueron generados y demultiplexados por el servicio de secuenciación con el 

Software de Conversión bcl2fastq v2.20 (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos). 

El archivo FASTQ fue procesado en QIIME2 2019.7 (Bolyen et al., 2019) usando los pipelines 

recomendados para pares de lecturas basadas en el algoritmo denoising dada2. Los cebadores fueron 

removidos usando el argumento p-trim-left dentro del comando “dada2 denoised-paired”. El argumento 

de corte dentro del comando “dada2 denoised-paired” fue de 283 pb para las lecturas forward y 251 pb 

para las lecturas reverse (valores de Q media >27 informados por Interactive Quality Plot tool de 

QIIME2), mientras que se estableció un valor por default de 2 para el número esperado de errores (E). 

Después de las etapas de procesamiento, eliminación de cebadores, corte, filtrado, denoising y 

remoción de quimeras se obtuvo la tabla de ASVs. Finalmente, los ASVs fueron clasificados 
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taxonómicamente utilizando el clasificador RDP (https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp). Las 

secuencias fueron asignadas taxonómicamente a nivel de género, familia, orden, clase y filo.  

La tabla de ASVs fue rarefaccionada (función rarefy) según la muestra con el menor número de 

secuencias (32093 secuencias) y se obtuvieron las curvas de rarefacción (función rarecurve). La tabla 

rarefaccionada fue utilizada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2020) del software estadístico 

R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1335) para el cálculo de las siguientes métricas de diversidad 

α: los índices de heterogeneidad de Shannon (H’) y el recíproco del índice de Simpson (1/λ), la riqueza 

[número de ASVs observados (S’) e índice de Chao-1] y la equitatividad de cada muestra (Anexo III). 

Las secuencias fueron alineadas con el programa de múltiples alineamientos MAFFT v. 7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html) para calcular la distancia UniFrac. Con las secuencias 

alineadas se construyó un árbol filogenético basado en el método de Neighbor-joining usando el 

paquete ape v5.4-1 (Paradis y Schliep, 2018) y el paquete phangorn v2.5.5 (Schliep, 2011) del software 

estadístico R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 1.2.1355). El árbol filogenético y la tabla de ASVs 

rarefaccionada fueron usados en el paquete GUniFrac v1.1 (Chen, 2021) del software estadístico R 

v3.6.1 para calcular la distancia UniFrac generalizada. 

2.6. Análisis estadísticos 

Los modelos lineales se ajustaron a las variables vegetales y Pe del suelo e índices de diversidad 

α (riqueza, equitatividad e índices de heterogeneidad) utilizando el procedimiento GLIMMIX del software 

estadístico SAS versión 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA), con el tratamiento como único efecto fijo, 

mientras que el año, bloque y sus interacciones con los tratamientos fueron considerados efectos 

aleatorios en los análisis de la varianza. Cuando fue apropiado, las medias de mínimos cuadrados 

(lsmeans) se separaron usando la opción de lines del comando lsmeans, estableciendo la probabilidad 

de error de Tipo I (α) en 0,05. 

Los datos de secuenciación de amplicones se analizaron utilizando un enfoque tradicional y de 

composición (Gloor y Reid, 2016; Gloor et al., 2017). En el primer caso, la distancia UniFrac fue usada 

como entrada en el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et al., 2018) del software estadístico R v3.6.1 

dentro de RStudio (versión 1.2.1355) para el análisis multivariado de la diversidad beta a través del 

NMDS utilizando la función metaMDS. En el segundo caso partiendo de la tabla de ASVs inicial 

resultante de la plataforma de clasificación RDP, que contenía 18896 ASVs, se procedió a realizar una 

serie de pasos de filtrado y selección de ASVs. Primero, se agruparon las reads de los ASVs 

pertenecientes a un mismo género, lo que resultó en un total de 1157 géneros. Este conjunto se redujo 

aún más ya que sólo se mantuvieron los géneros con una abundancia relativa promedio >0,1% (Gloor 

y Reid, 2016), resultando 188 géneros. Estos géneros con las reads de los ASVs se ingresaron luego 

en la plataforma de detección de predictores JMP® para proporcionar una identificación inicial de los 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html
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géneros que responden a los efectos del tratamiento utilizando un método de remuestreo bootstrap 

(SAS Institute Inc, 2018; Villamil et al., 2021). Como resultado se obtuvo una tabla de 26 ASVs 

clasificadas a nivel de género que contribuyeron al menos en un uno por ciento a la variabilidad de los 

algoritmos del modelo. Los datos de esta tabla fueron transformados a centered log-ratio (clr) 

(Aitchison, 1986), previo reemplazo de los valores ceros mediante el procedimiento “cmultRep1” del 

paquete zCompositions (Palarea-Albaladejo y Martín-Fernández, 2015). Luego, los datos 

transformados fueron usados como entradas para el ACP. 

El ACP se realizó utilizando el procedimiento FACTOR en el software estadístico SAS versión 9.4 

(SAS Institute, Cary, NC, USA) con priors=1, los reads de los ASVs transformados a centered log-ratio 

se resumieron en un conjunto de variables compuestas no correlacionadas o componentes principales 

(CP).  Las CP con autovalor ≥1 que explicaban al menos el 5% de la variabilidad en el conjunto de 

datos se utilizaron como variables independientes para análisis posteriores. Los géneros con 

correlación significativa con cada CP (>|0,45|) fueron considerados sensibles y se utilizaron en la 

descripción de las CP. Los modelos lineales mixtos se ajustaron a cada CP utilizando el procedimiento 

GLIMMIX para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la comunidad bacteriana de la rizosfera de 

girasol. Los tratamientos fueron considerados efectos fijos, mientras que el año, bloque y sus 

interacciones con los tratamientos se trataron como efectos aleatorios en los análisis de la varianza. 

Cuando fue apropiado, las medias de mínimos cuadrados (lsmeans) se separaron usando la opción de 

lines del comando lsmeans, estableciendo la probabilidad de error de Tipo I (α) en 0,05. 

Se realizó un análisis multivariado de la varianza no paramétrico permutacional (PERMANOVA 

con la función adonis en el paquete vegan; Anderson, 2001) usando matrices de distancia (distancia 

UniFrac generalizada) y 1000 permutaciones para estudiar la existencia de efectos estadísticamente 

significativos (P<0,05) de los tratamientos (Ramette, 2007). Las comparaciones de a pares fueron 

examinadas usando el paquete RVAIDeMemoire v0.9-78 (Hervé, 2020) (función pairwise.perm.manova 

sin correcciones, 1000 permutaciones) del software estadístico R v3.6.1 dentro de RStudio (versión 

1.2.1335).  

Se utilizó el Software SigmaPlot versión 10.0 para graficar las relaciones estadísticamente 

significativa entre las CPs y el tratamiento, sobre los géneros cuyo loading fue >|0,45|. Las Figuras 5.1, 

5.2, 5.3 y 5.5 se componen de dos gráficos: el primer gráfico (A) muestra los scores medios de la CP 

para cada tratamiento y sus errores estándar (como barras de error), y el segundo (B) señala la 

contribución de cada género indicador al valor medio de la CP para cada tratamiento. Esta contribución 

se calcula como el valor medio de la CP para un determinado tratamiento (Tabla 5.11) multiplicado por 

el loading de los géneros específicos dentro de la CP (Tabla 5.10), denominados M×L en cada gráfico.  
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3. Resultados  

3.1. Contenido de fósforo  

En la Tabla 5.3 se indican los resultados del análisis de Pe del suelo. Los resultados muestran 

que el efecto de los tratamientos no fue estadísticamente significativo (P>0,05; Tabla 5.3). 

 

Tabla 5.3. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para Pe 

(fósforo extractable). Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de 

libertad (gl) asociados a los tratamientos: barbecho con P (BP), desecación química con P (DQP), 

desecación química sin P (DQ), rolado con P (RP) y rolado sin P (R). 

  Pe 

mg kg-1 

 n Media ES 

Tratamiento    

BP 8 16,19 3,34 

DQP 8 14,48 3,34 

DQ 8 14,23 3,34 

RP 7 18,52 3,42 

R 7 11,75 3,42 

 gl P-valor 

Tratamiento 4 0,362 

La ausencia de letras indica diferencias no significativas (P>0,05).  

3.2. Parámetros de crecimiento de girasol 

En las Tablas 5.4 y 5.5 se indican los resultados del análisis de los parámetros de crecimiento de 

girasol medidos en estado vegetativo y reproductivo. Los resultados muestran diferencias altamente 

significativas para las variables Nºh.V (número de hojas), Alt.V (altura de planta) y PsTyH (peso seco 

de tallos y hojas) (P<0,001; Tabla 5.4). Los tratamientos R (con o sin P) presentaron menor número de 

hojas con respecto a BP y DQ (con o sin P) (Tabla 5.4). En relación con la variable Alt.V, los tratamientos 

se diferenciaron entre sí en el orden de DQ (con o sin P)> BP> R (con o sin P) (Tabla 5.4). Para la 

variable PsTyH los tratamientos también se diferenciaron entre sí, en el orden de BP> DQ (con o sin 

P)> R (con o sin P) (Tabla 5.4).   

El análisis de los parámetros de crecimiento de girasol medidos en estado reproductivo mostró 

diferencias significativas para las variables Alt.R6 (altura), Nºh.R6 (número de hojas), DT (diámetro de 

tallo), DC (diámetro de capítulo) y PsC (peso seco de capítulo) (P<0,05; Tabla 5.5). El número de hojas 
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fue mayor en BP y DQ (con o sin P) con respecto a R (con o sin P) (Tabla 5.5). Para la variable Alt.R, 

los tratamientos se diferenciaron entre sí en el orden de DQ (con o sin P)> BP=R >RP (Tabla 5.5). El 

DT resultó menor en R (con o sin P) en comparación con el resto de los tratamientos (Tabla 5.5). El 

diámetro del capítulo fue menor en BP con respecto a DQ (con o sin P) y R (Tabla 5.5).  La variable 

PsC resultó menor en RP en relación con DQ (con o sin P) y R, mientras que no se diferenció de BP 

(Tabla 5.5).  

 

Tabla 5.4. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para los 

caracteres morfológicos medidos en estado vegetativo de girasol: Nºh.V (número de hojas en 

vegetativo), Alt.V (altura en vegetativo) y PsTyH (peso seco de tallos y hojas). Al final de la tabla se 

indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los tratamientos: 

barbecho con P (BP), desecación química con P (DQP), desecación química sin P (DQ), rolado con P 

(RP) y rolado sin P (R). 

  Nºh.V Alt.V 

cm 

PsTyH 

g 

 n Media ES Media ES Media ES 

Tratamiento        

BP 8 10,36 A 1,14 16,65 B 2,99 6,80 A 1,12 

DQP 8 9,74 A 1,14 20,03 A 2,99 2,94 B 1,12 

DQ 8 9,92 A 1,14 21,11 A 2,99 3,58 B 1,12 

RP 7 3,85 B 1,14 9,15 C 3,01 0,25 C 1,16 

R 7 3,53 B 1,14 7,76 C 3,01 0,40 C 1,16 

 gl P-valor 

Tratamiento 4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).
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Tabla 5.5. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para los caracteres morfológicos medidos en 

estado reproductivo de girasol: Alt.R6 (altura en R6), Nºh.R6 (número de hojas en R6), DT (diámetro de tallo), DC (diámetro de capítulo), 

PsC (peso seco de capítulo). Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a los 

tratamientos: barbecho con P (BP), desecación química con P (DQP), desecación química sin P (DQ), rolado con P (RP) y rolado sin P (R). 

  Nºh.R6 Alt.R6 

cm 

DT 

cm 

DC 

cm 

PsC 

g 

 n Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Tratamiento            

BP 8 21,67 A 3,33 68,62 B 15,88 1,48 B 0,25 7,98 C 0,59 22,43 BC 3,65 

DQP 8 22,94 A 3,33 85,74 A 15,88 1,57 AB 0,25 9,42 AB 0,59 29,23 A 3,65 

DQ 8 23,29 A 3,33 88,07 A 15,88 1,67 A 0,25 9,45 AB 0,59 32,07 A 3,65 

RP 4 16,15 B 3,40 56,76 C 16,12 0,97 C 0,26 8,24 BC 0,72 18,01 C 4,61 

R 3 17,40 B 3,43 70,38 B 16,25 1,20 C 0,27 9,92 A 0,77 28,81 AB 4,97 

 gl           

Tratamiento 4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,007 0,009 

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).
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3.3. Análisis metagenómico de la comunidad microbiana 

El número total de secuencias de ARNr 16S de Bacteria en cada muestra después de cada etapa 

de procesamiento (filtrado, denoising y eliminación de quimeras) se muestra en la Tabla 5.6. Como se 

observa en esta tabla, luego de realizar las distintas etapas no se removieron un número significativo 

de lecturas (reads), lo que refleja la alta calidad del conjunto de datos. Se obtuvieron un total de 

2086273 secuencias con una extensión promedio de 264 nucleótidos, incluyendo las correspondientes 

a Bacteria y Archaea. El número de ASVs definidas luego del procesamiento y limpieza del conjunto 

total de datos (34 muestras) fue de 19137 para Bacteria+Archaea, de los cuales 18960 fueron 

clasificados como pertenecientes a Bacteria (99,1% de los ASVs), 157 a Archaea (0,8%) y 20 ASVs 

(0,1%) no pudieron ser asignados a ninguno de ellos. Los análisis posteriores se centraron sólo en el 

dominio Bacteria. De las 18960 secuencias de Bacteria se retuvieron 18892 secuencias; un total de 68 

(0,36%) secuencias se eliminaron debido a que su tamaño estaba fuera del valor promedio esperado 

para el amplicón, si bien previamente se chequeó si su identidad correspondía a secuencias 

bacterianas de la región V4 del gen codificante para el ARNr 16S mediante la búsqueda en la base de 

datos BLASTn. 
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Tabla 5.6. Procesamiento de secuencias con QIIME 2. En la tabla se reporta el número de secuencias 

(sec.) obtenidas en los diferentes pasos del procesamiento. Las letras DQ indican desecación química, 

la letra R rolado y la letra B barbecho. La letra P indica fertilización con fosfato diamónico y los números 

romanos (I al IV) identifican las réplicas de cada tratamiento.  

Muestras Número de 
sec. de 
entrada  

Número de 
sec. 

filtradas  

Número de 
sec. 

denoised 

Número de 
sec. 

merged 

Número de 
sec. sin 

quimeras  

Número de 
sec. 

Bacteria 

IRP_1 69280 64434 60820 51629 48398 47797 

IDQP_1 75688 70485 66732 57819 55527 54892 

IR_1 77792 72753 69142 59932 56764 56281 

IDQ_1 69783 65407 61502 51875 49744 49425 

IBP_1 59783 55985 52584 43994 41878 41510 

IBP_2 139122 124316 120752 108713 99738 97813 

IDQP_2 95230 86063 83040 73840 69015 67467 

IDQ_2 67789 60351 57742 48619 45808 45174 

IIDQ_1 84807 79381 75438 65661 62552 61832 

IIBP_1 91746 86490 82987 73950 69187 68842 

IIR_1 72443 67533 64241 55534 52895 52341 

IIRP_1 71495 66952 63727 55337 51818 51153 

IIDQP_1 60783 57048 53715 45440 42929 42453 

IIBP_2 80751 72259 69978 61554 58104 57166 

IIDQP_2 82985 73253 70348 59868 56737 55664 

IIDQ_2 102566 92629 89295 76960 71924 70642 

IIIDQP_1 70169 66107 62355 53358 51284 50948 

IIIR_1 63054 58552 55436 47849 45776 45066 

IIIBP_1 65618 61484 58293 50715 48041 47278 

IIIRP_1 74434 69436 66014 57254 54048 53233 

IIIDQ_1 69813 65414 62069 53376 50674 50249 

IIIBP_2 78382 69271 66505 58177 53956 52935 

IIIDQP_2 115939 104662 101063 88861 83745 82716 

IIIDQ_2 118287 106264 102646 90778 83675 82456 

IIIRP_2 115897 104152 100672 88218 82703 82003 

IIIR_2 122027 109667 106118 94350 86765 85499 

IIRP_2 87086 77812 74856 64073 59664 58345 

IIR_2 106555 94638 91199 79409 73760 72571 

IR_2 110752 97781 94644 83842 78063 76765 

IVBP_2 78838 70540 67679 59148 55992 54658 

IVDQP_2 68138 61248 58253 49105 46648 45359 

IVDQ_2 50933 45462 42537 34072 32727 32093 

IVRP_2 88345 78291 75258 65091 60670 59210 

IVR_2 144710 129812 126475 117053 105064 102859 
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Los datos rarefaccionados correspondientes a Bacteria fueron los que se emplearon 

posteriormente para los correspondientes análisis de diversidad α y β. La rarefacción se llevó a cabo 

en base a la muestra con el menor número de secuencias, en este caso IVDQ_2 (32093 secuencias) 

(Figura 5.4). 

 

 

 

Figura 5.4. Curvas de rarefacción para las distintas muestras analizadas mediante barcoded 

amplicon-sequencing. Se indica el número de ASVs (“Species”) esperables para un número creciente 

de secuencias en cada muestra (“Sample size” o esfuerzo de muestreo). Las letras DQ indican 

desecación química, la letra R rolado y la letra B barbecho. La letra P indica fertilización con fosfato 

diamónico y los números romanos (I al IV) identifican las réplicas de cada tratamiento. En naranja se 

indican las muestras de 2018 y en azul las de 2019.  
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3.3.1. Diversidad α 

Los resultados del análisis de la varianza para los índices de diversidad α: riqueza de especies 

(S’ e índice de Chao-1), índice de Shannon, recíproco de Simpson e índice de equitatividad de Shannon 

se muestran en la Tabla 5.7. No se observó un efecto significativo de los tratamientos para los índices 

riqueza de especies, Shannon y recíproco de Simpson (P>0,05, Tabla 5.7). Sin embargo, los 

tratamientos tuvieron un efecto significativo sobre el índice de equitatividad de Shannon (P<0,05). Se 

observó mayor EH en los tratamientos DQP y R con respecto a BP y RP, mientras que DQ no se 

diferenció del resto. Esto sugiere que la comunidad microbiana en la rizosfera de girasol cultivado en 

parcelas DQP y R está dominada por más grupos que en BP y RP. 

 

Tabla 5.7. Valores de medias y errores estándares (ES) de las medias de los tratamientos para los 

índices de diversidad alfa: Chao-1: índice de Chao-1 (riqueza estimada); S’: riqueza observada (ASVs 

observados); 1/λ: recíproco de Simpson; H’: índice de Shannon; EH: índice de equitatividad de Shannon. 

Al final de la tabla se indican los valores de probabilidad (P-valor) y grados de libertad (gl) asociados a 

los tratamientos: barbecho con P (BP), desecación química con P (DQP), desecación química sin P 

(DQ), rolado con P (RP) y rolado sin P (R). 

  Chao-1 S’ 1/λ H’ EH 

 n    Media ES Media ES Media ES Media ES Media ES 

Tratamiento            

BP 7 1241 80,58 1236  80,05 558  41,48 6,73  0,07 0,945 B 0,004 

DQP 7 1273  84,24 1270 83,52 670  42,61 6,80  0,07 0,952 A 0,004 

DQ 7 1234 80,58 1231 80,05 600  41,48 6,72  0,07 0,949AB 0,004 

RP 6 1262  85,43 1260 84,71 624  42,71 6,77  0,07 0,947 B 0,004 

R 7 1360  80,58 1357  80,05 709  41,48 6,88  0,07 0,954 A 0,004 

            

 gl P-valor 

Tratamiento 4 0,764 0,755 0,120 0,474 0,013 

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) y la ausencia de letras indica diferencias no 

significativas (P>0,05). 

3.3.2. Diversidad β 

El análisis multivariado a través de PERMANOVA para estudiar la diversidad β indicó un efecto 

significativo del tratamiento (P<0,05; Tabla 5.8). Sin embargo, las comparaciones de a pares 

(PERMANOVA) utilizando la corrección de Benjamini y Hochberg (“fdr”) no arrojaron diferencias 
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significativas (P>0,05; Tabla 5.9). Estos resultados también se visualizaron en el ordenamiento 

mediante NMDS con distancia UniFrac generalizada donde no se observó una separación entre las 

comunidades bacterianas de la rizosfera de girasol por el efecto de los tratamientos en el CCI antecesor 

(Figura 5.5). 

 

Tabla 5.8. Análisis multivariado de la varianza no paramétrico (PERMANOVA) con 1000 

permutaciones. gl: grados de libertad. Valores de P<0,05 indican significancia estadística. 

 PERMANOVA (distancia UniFrac generalizada) 

 gl F. modelo P-valor 

Tratamiento 4 1,38 0,02 

gl error 29   

  

Tabla 5.9. Comparación de datos metagenómicos entre métodos de finalización utilizando la corrección 

de Benjamini y Hochberg (“fdr”)  

Comparación PERMANOVA (distancia UniFrac generalizada) 

 P valor con correcciones 

DQ vs BP 0,16 

DQP vs BP 0,16 

R vs BP 0,24 

RP vs BP 0,16 

DQP vs DQ 0,53 

R vs DQ 0,16 

R vs DQP 0,24 

RP vs DQ 0,22 

RP vs DQP 0,22 

RP vs R 0,52 
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Figura 5.5. Análisis multivariado del conjunto de datos metagenómicos en la rizosfera de girasol. 

Las letras indican los tratamientos BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; DQP: 

desecación química con P; R: rolado sin P y RP: rolado con P. Los números romanos (I al IV) identifican 

las réplicas de cada tratamiento y el número 1 indica las muestras de 2018 y el número 2 las de 2019. 

Los centroides se encuentran indicados con recuadros. El error estándar de BP, RP, R, DQP y DQ se 

indica con elipses de color negro, celeste, azul, verde y rojo, respectivamente. El ordenamiento se llevó 

a cabo mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) y métrica de distancia UniFrac 

generalizada. Stress-value= 0,16. 

3.3.3. Composición de la comunidad bacteriana de la rizosfera de girasol  

El ACP de los datos transformados a clr generaron ocho CP no correlacionadas con autovalor >1 

que en conjunto explicaron el 71% de la variabilidad entre las muestras de rizosfera en base a los 26 

géneros de mayor contribución seleccionados (Tabla 5.10). La CP1 presentó loadings positivos (>0,45) 

para Aciditerrimonas, Aeromicrobium, Gaiella, Gemmatirosa, Limnoglobus, Niastella y Zavarzinella, así 

como loadings negativos (<−0,45) para Novosphingobium y Stenotrophomonas. La CP2 mostró 

loadings positivos para Hymenobacter, Pelomicrobium y Pseudarthrobacter y loadings negativos para 

Chryseolinea y Sandaracinus. La CP3 tuvo loadings positivos para Aeromicrobium, Lentzea y 

Pseudarthrobacter y loadings negativos para Gemmatirosa y Thermanaerothrix. Los autovectores de la 

CP4 incluyeron loadings positivos para Arma_gp5 y Denitratisoma y loading negativo para Agromyces. 

La CP5 mostró loading positivo para Pantoea y loading negativo para Thermanaerothrix. El autovector 
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de la CP6 incluyó loading negativo para Mucilaginibacter.  La CP7 presentó loading negativo para 

Denitratisoma. La CP8 mostró loading positivo Chitinispirillum y loading negativo para Limnoglobus. 

 

Tabla 5.10. Análisis de componentes principales usando la transformación de los datos centered log 

ratio (clr), con autovalor y proporción acumulada de la variabilidad del conjunto de datos explicada por 

las ocho componentes principales (CP) (autovalor >1). Los autovectores con loadings >|0,45| están en 

negrita. En la parte de abajo de la tabla se detallan los valores de probabilidad (P-valor) y los grados 

de libertad (gl) del análisis de la varianza (ANOVA) para los tratamientos. Valores de P<0,05 que indican 

significancia estadística se muestran en negrita.  

  CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 

Autovalor  4,53 3,08 2,76 2,19 1,73 1,48 1,34 1,32 

Proporción  0,17 0,12 0,11 0,08 0,07 0,06 0,05 0,05 

Proporción acumulada  0,17 0,29 0,40 0,48 0,55 0,61 0,66 0,71 

  Correlaciones con las variables originales   

Aciditerrimonas  0,71 0,30 -0,18 -0,01 0,01 -0,33 -0,02 0,05 

Aeromicrobium  0,47 0,22 0,60 -0,15 0,04 0,13 -0,04 0,34 

Agromyces  0,17 0,34 0,25 -0,61 0,16 -0,31 -0,03 0,23 

Arma_gp5  0,10 -0,21 -0,06 0,71 0,34 -0,24 0,24 0,06 

Chitinispirillum  0,35 -0,09 -0,20 0,14 -0,02 -0,11 -0,02 0,51 

Chryseolinea  0,43 -0,80 0,15 -0,13 -0,15 -0,01 0,15 -0,10 

Denitratisoma  0,32 0,23 -0,25 0,52 -0,24 0,13 -0,48 0,20 

Gaiella  0,72 0,43 -0,22 0,02 0,23 -0,01 0,07 0,16 

Gemmatirosa  0,50 0,21 -0,49 0,20 0,05 0,22 0,27 0,08 

Hymenobacter  -0,42 0,60 0,17 0,08 0,24 -0,16 0,16 0,03 

Jatrophihabitans  -0,07 0,38 -0,42 -0,37 0,18 -0,28 0,05 -0,15 

Lentzea  0,27 0,18 0,49 0,10 -0,38 -0,05 0,40 -0,08 

Limnoglobus  0,47 0,17 0,30 -0,06 0,35 0,20 -0,18 -0,46 

Marmoricola  0,40 -0,03 0,19 -0,36 0,32 0,15 -0,32 0,20 

Mesorhizobium  0,27 -0,13 -0,40 0,01 0,42 0,23 0,38 0,13 

Mucilaginibacter  -0,13 -0,35 -0,33 -0,02 0,15 -0,47 -0,12 0,29 

Niastella  0,59 -0,29 0,19 -0,22 -0,35 0,19 0,22 0,12 

Novosphingobium  -0,48 -0,08 0,15 0,33 0,15 0,41 0,11 0,37 

Ornatilinea  0,44 -0,43 0,27 0,24 0,16 -0,27 0,12 -0,24 

Pantoea  -0,23 0,00 0,42 0,31 0,46 0,07 -0,36 -0,11 

Pelomicrobium  0,00 0,50 -0,38 -0,13 0,05 0,27 0,31 -0,28 

Pseudarthrobacter  0,35 0,51 0,53 0,20 -0,19 0,06 0,06 0,13 

Sandaracinus  0,25 -0,58 -0,22 -0,43 0,20 0,27 -0,09 0,04 

Stenotrophomonas  -0,57 0,03 0,06 -0,23 0,21 0,40 0,14 0,22 

Thermanaerothrix  0,12 0,18 -0,50 0,02 -0,46 0,22 -0,36 -0,11 

Zavarzinella  0,73 -0,04 -0,04 0,21 0,29 0,19 -0,13 -0,22 

 gl P-valor  

Tratamiento 4 0,012 <0,0001 0,030 0,145 0,086 0,409 0,284 0,262 
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Tabla 5.11. Resultados del procedimiento de separación de medias para las componentes principales 

(CP) que mostraron una respuesta estadísticamente significativa del tratamiento (CP 1, 2, 3 y 5). 

Tratamientos: BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; DQP: desecación química con P; R: 

rolado sin P y RP: rolado con P).  

 CP1 CP2 CP3 CP5 

Tratamiento    

BP 0,61 A 0,87 A 0,55 AB -0,55 B 

DQ -0,01 A -0,70 B -0,63 C -0,42 B 

DQP 0,60 A -1,01 B -0,19 BC 0,09 AB 

R 0,02 A 0,66 A -0,28 BC 0,75 A 

RP -0,94 B 0,25 A 0,74 A 0,23 AB 

Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). 

 

Las ocho CPs fueron utilizadas como variables independientes en los análisis de la varianza 

(ANOVA) posteriores para evaluar los efectos de los tratamientos sobre las comunidades microbianas 

de la rizosfera de girasol. En la parte inferior de la Tabla 5.10 se informan los valores de probabilidad y 

grados de libertad asociados con estos análisis para cada CP. Los resultados mostraron un efecto 

estadísticamente significativo del tratamiento para las CPs 1, 2, 3 y 5 (Tabla 5.10). En la Figura 5.6A, 

5.7A, 5.8A y 5.9A se muestran las medias de las CPs para cada tratamiento con sus respectivos errores 

estándar y los resultados de separación de medias (Tabla 5.11). La contribución de cada género a 

estos resultados se indica en la Figura 5.6B, 5.7B, 5.8B y 5.9B. Para la CP1, el grupo de bacterias con 

loading positivo aumentó significativamente en la rizosfera de girasol cuando se finalizó el cultivo 

antecesor con DQ (con o sin P), R y BP, mientras que el comportamiento opuesto fue observado para 

los géneros bacterianos con loading negativo, con respecto a RP (Figura 5.6B). Para la CP2, el grupo 

de bacterias con loading positivo disminuyó significativamente en la rizosfera de girasol cuando se 

finalizó el cultivo antecesor con DQ (con o sin P), mientras que el comportamiento opuesto fue 

observado para los géneros bacterianos con loading negativo, con respecto a BP y R (con o sin P) 

(Figura 5.7B). En la CP3 se observó que el grupo de bacterias con loading positivo disminuyó 

significativamente en la rizosfera de girasol cuando se finalizó el cultivo antecesor con DQ (con o sin 

P) y R, mientras que el comportamiento opuesto fue observado para los géneros bacterianos con 

loading negativo, con respecto a BP y RP (Figura 5.8B). Para la CP5, sólo dos géneros contribuyeron 

a explicar las diferencias entre los tratamientos. El género con loading positivo disminuyó 

significativamente en la rizosfera de girasol cuando se finalizó el cultivo antecesor con DQ y BP, 

mientras que el comportamiento opuesto fue observado para el género con loading negativo, con 

respecto a R (Figura 5.9B).  
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Figura 5.6. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 5.10 para la CP1. A) Valores medios de los scores de la CP1 para cada tratamiento 

con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). B) 

Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP1 (M×L) para cada tratamiento (BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; 

DQP: desecación química con P; R: rolado sin P y RP: rolado con P). 
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Figura 5.7. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 5.10 para la CP2. A) Valores medios de los scores de la CP2 para cada tratamiento 

con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). B) 

Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP2 (M×L) para cada tratamiento (BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; 

DQP: desecación química con P; R: rolado sin P y RP: rolado con P). 
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Figura 5.8. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 5.10 para la CP3. A) Valores medios de los scores de la CP3 para cada tratamiento 

con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). B) 

Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP3 (M×L) para cada tratamiento (BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; 

DQP: desecación química con P; R: rolado sin P y RP: rolado con P). 
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Figura 5.9. Representación visual de la combinación de los resultados del ACP y sus procedimientos de separación de medias, que muestran los 

géneros con mayor contribución (loadings >|0,45|) según la Tabla 5.10 para la CP5. A) Valores medios de los scores de la CP5 para cada tratamiento 

con sus errores estándar (como barras de error). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05). B) 

Contribución de cada género indicador al valor medio de la CP5 (M×L) para cada tratamiento (BP: barbecho con P; DQ: desecación química sin P; 

DQP: desecación química con P; R: rolado sin P y RP: rolado con P). 
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4. Discusión  

4.1. Parámetros de crecimiento de girasol 

En la primera hipótesis se postuló que los métodos de finalización del CCI antecesor afectan la 

performance del cultivo de girasol sucesor en la rotación. Los resultados obtenidos en este capítulo 

muestran que los tratamientos DQ (con o sin P) y R (con o sin P) afectaron significativamente las 

variables medidas en estado vegetativo (Nºh.V, Alt.V y PsTyH) y reproductivo (Alt.R6, Nºh.R6, DT, DC 

y PsC) de girasol (Tabla 5.4 y 5.5), por lo cual se acepta la hipótesis planteada. A su vez, las siguientes 

variables medidas en girasol Alt.V, Alt.R6, DT, DC y PsC mostraron menores valores con el tratamiento 

sin CCI (BP) respecto del tratamiento con CCI desecado químicamente (con o sin P).   

Los parámetros medidos en estado vegetativo y reproductivo del cultivo sucesor mostraron un 

mejor comportamiento en plantas cultivadas en parcelas DQ (con o sin P) y BP respecto de las plantas 

cultivadas en parcelas R (con o sin P). Se observó que el rolado no logró un control adecuado de avena 

y de malezas, situación que generó competencia por recursos hídricos de por sí escasos en la zona. 

Esto indicaría que el estado fenológico (Z5.5) y la altura no fueron las adecuadas para un eficiente 

control por rolado. Al respecto, Mirsky et al., (2009) reportaron que el centeno fue controlado 

efectivamente al estadio de Z6.1 (antesis), debido a que las plantas más grandes y maduras mejoran 

la infiltración de agua y la supresión de malezas y reduce la evaporación de la superficie del suelo 

(Mirsky et al., 2009). Por su parte, se ha informado que el estrés hídrico disminuye el rendimiento y el 

contenido de aceite de girasol (Alahdadi et al., 2011). Davis (2010) encontró que la supresión con 

glifosato o rolado del centeno, como CCI, no afectó el rendimiento del cultivo estival, mientras que con 

V. villosa fue un 25% menor en el tratamiento rolado que en el secado con herbicida. Dorn et al., (2013) 

concluyeron que si bien el control mecánico de los CC ofrece la posibilidad de reducir el uso de 

herbicidas, el rolado como una herramienta independiente no controlaría las poblaciones de malezas 

naturales lo suficiente como para mantener el rendimiento del cultivo principal. Esto también ha sido 

observado por Miville y Leroux (2018), quienes reportaron que el rebrote de centeno finalizado con 

rolado actúa como maleza, compitiendo con el cultivo sucesor (Cucurbita pepo L.) por el espacio, luz, 

agua y nutrientes y afectando su crecimiento y rendimiento. A su vez, la avena puede liberar sustancias 

alelopáticas a través de la exudación radical o durante la descomposición de los residuos vegetales 

(Bahraminejad et al., 2008; de Bertoldi et al., 2009). Los compuestos aleloquímicos pueden tener un 

impacto negativo sobre el cultivo sucesor, por lo que se debe tener en cuenta el momento de finalización 

del CCI (Shekoofa et al., 2020). 

Las variables Alt.V, Alt.R6, DT, DC y PsC mostraron un mejor comportamiento en plantas 

cultivadas en parcelas DQ (con o sin P) respecto de las plantas cultivadas en parcelas BP. Tesfamariam 

et al., (2009) reportaron que la aplicación de glifosato a raigrás resulta en una germinación no 
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homogénea y una gran diferencia en el desarrollo de las plántulas. Anza et al., (2016) también 

observaron que el control de malezas con glifosato causa efectos fitotóxicos sobre el cultivo de interés 

(Festuca arundinacea). Por otra parte, Sá Pereira et al., (2020) reportaron que avena (Marita INTA), 

empleada como CCI en el SOB afectó negativamente la superficie foliar, el número de plantas y el 

rendimiento de girasol, respecto del barbecho mecánico. Sin embargo, Rosner et al., (2018) observaron 

que avena negra, como CCI, no modificó el rendimiento de girasol en comparación con el barbecho 

químico. Estos resultados contradictorios podrían deberse a que en condiciones de campo los efectos 

de los CCI sobre el cultivo sucesor pueden ser muy variables y dependientes de las condiciones 

climáticas, tipo de suelo, manejo y duración de los ensayos.  

En la segunda hipótesis planteada en este capítulo se postuló que la fertilización fosforada a la 

siembra del cultivo de girasol afecta su performance cuando éste sucede en la rotación al CCI finalizado 

por desecación química. Los resultados obtenidos no mostraron efectos diferenciales de los 

tratamientos DQ (con o sin P) sobre los parámetros productivos de girasol. Esto se podría deber a que 

se aplicó el P en forma granular localizada en banda al costado de la semilla. Rose et al., (2018) 

reportaron que este tipo de aplicaciones podría mitigar los efectos fitotóxicos potenciales de la 

interacción entre el fosfato y el glifosato, debido a que el herbicida solo se movilizaría desde el pequeño 

volumen de suelo inmediatamente adyacente a los gránulos del fertilizante fosforado. En contraste con 

estos resultados, Bott et al., (2011) informaron que el glifosato tuvo un efecto fitotóxico sobre las plantas 

de soja cuando se aplicó fertilizante fosforado en forma líquida a la siembra en dosis de 20 a 240 kg 

ha-1.  

En este sentido, la investigación realizada en este capítulo contribuye al conocimiento del efecto 

del manejo del CCI en la zona semiárida del SOB para mejorar la toma de decisiones en el ámbito 

agropecuario.  

4.2. Análisis metagenómico de la comunidad bacteriana de girasol  

El índice EH mostró un efecto significativo del tratamiento (Tabla 5.7), lo que sugiere que DQP y 

R comparten abundancias similares para los distintos ASVs en la rizosfera de girasol respecto de BP y 

RP. Sin embargo, los otros índices de diversidad α y β evaluados no se vieron afectados por los 

tratamientos. A su vez, se detectaron diferencias significativas entre tratamientos al considerar la 

abundancia de los taxones a nivel de género (Tabla 5.10). 

Para la CP1, la respuesta de las bacterias al tratamiento fue significativa (P<0,05; Tabla 5.10). 

Se generaron dos grupos, cada uno compuesto por 7 y 2 géneros, que respondieron de manera opuesta 

a los tratamientos (Figura 5.6B). Los tratamientos DQ (con o sin P), BP y R favorecieron a los géneros 

Aciditerrimonas, Aeromicrobium, Gaiella, Gemmatirosa, Limnoglobus, Niastella y Zavarzinella en la 
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rizosfera de girasol, mientras que desfavorecieron a Novosphingobium y Stenotrophomonas, respecto 

de RP.  

Las tres actinobacterias en el grupo que respondieron positivamente a los tratamientos DQ (con 

o sin P), BP y R fueron Aciditerrimonas, una bacteria termoacidófila que no forma esporas (Itoh et al., 

2011), la cual fue identificada en un suelo con manejo orgánico y se correlacionó positivamente con el 

C orgánico total y el N-NH4 (Cuartero et al., 2021); Aeromicrobium aislada de distintos tipos de suelos, 

plantas, aire y ambientes acuáticos (Evtushenko y Krausova, 2015); y Gaiella, cuya presencia fue 

reportada en la rizosfera de diferentes especies de plantas (Zhou et al., 2019; Cordero et al., 2020; 

Sousa et al., 2020; Lazcano et al., 2021). Qi et al., (2020) reportaron que la abundancia de 

Aeromicrobium se incrementó en suelo rizosférico de tabaco que incluía rotaciones con CCI, y 

relacionaron su presencia con un efecto benéfico para el cultivo ya que puede producir metabolitos 

antimicrobianos (Miller et al., 1991). Los antagonistas microbianos pueden prevenir las enfermedades 

de las plantas causadas por patógenos del suelo a través de la competencia por nutrientes, antibiosis 

y resistencia sistémica inducida (Haas y Défago, 2005). Gaiella, en la rizosfera, puede llevar a cabo la 

reducción de nitratos, ayudando a las plantas a asimilar carbohidratos, ácidos orgánicos y aminoácidos 

(Albuquerque et al., 2011; Severino et al., 2019).  

Los géneros Zavarzinella y Limnoglobus pertenecen al filo Planctomycetes y a la familia 

Gemmataceae, cuyos miembros son aerobios estrictos, quimiorganótrofos y tienen una distribución 

cosmopolita en ambientes de agua dulce y terrestres (Kulichevskaya et al., 2020). Sin embargo, sus 

funciones ecológicas siguen siendo poco conocidas. Duan et al., (2021) reportaron que Gemmataceae 

fue asociada negativamente con el contenido de C orgánico asociado a la fracción mineral, sugiriendo 

un rol funcional en el secuestro de C orgánico del suelo. Gemmatirosa, perteneciente al filo 

Gemmatimonadetes, es una bacteria Gram-negativa, quimioheterótrofa y oligotrófica, que fue aislada 

de un suelo con rotaciones de trigo-maíz-soja en manejo orgánico (DeBruyn et al., 2013). Niastella, 

representante del filo Bacteroidetes, fue identificada como un indicador en el grupo favorecido por los 

tratamientos DQ (con o sin P), BP y R. Esta bacteria fue aislada de la rizosfera de Hibiscus syriacus L. 

(Yan et al., 2016), e identificada en la rizosfera de girasol (Oberholster et al., 2018), maíz (Visioli et al., 

2018), soja (Lian et al., 2017) y trigo (Chen et al., 2019). Los miembros de este género pueden regular 

el crecimiento de las plantas y la disponibilidad de nutrientes a través de la producción de AIA y 

fosfatasas ácidas (Lian et al., 2017; Visioli et al., 2018).  

Las dos proteobacterias en el grupo que responde negativamente a los tratamientos DQ (con o 

sin P), BP y R fueron Stenotrophomonas (Gammaproteobacteria), aislada de suelo rizosférico (Berg et 

al., 1996; Wolf et al., 2002) y de tejido vascular de raíz y tallo (Ryan et al., 2009) y Novosphingobium 

(Alfaproteobacteria), aislada de la rizosfera de distintas especies de plantas  (Lin et al., 2014b; Kämpfer 

et al., 2015a, 2015b; Li et al., 2015; Zhang et al., 2016). Bacterias del género Stenotrophomonas son 
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consideradas PGPR, tienen un rol importante en el ciclo de N y azufre y pueden producir compuestos 

antimicrobianos que protegen a las plantas de los patógenos del suelo (Park et al., 2005; Ryan et al., 

2009; Schmidt et al., 2012). Novosphingobium también es una PGPR y ha sido identificada en la 

rizosfera del CCI antecesor (sección 4.2 del capítulo 4).  

La CP2 también presentó una respuesta significativa de las bacterias a los tratamientos (P<0,05; 

Tabla 5.10). Los tratamientos DQ (con o sin P) disminuyeron la abundancia de los géneros 

Hymenobacter, Pelomicrobium y Pseudarthrobacter en la rizosfera de girasol, mientras que 

favorecieron a Sandaracinus y Chryseolinea, respecto de R (con o sin P) y BP.  

Hymenobacter es el único representante del filo Bacteroidetes que resultó afectado por los 

tratamientos DQ (con o sin P). Es un género integrado por bacterias aerobias, Gram-negativas, 

heterótrofas y con preferencia por medios oligotróficos (Buczolits y Busse, 2015). Representantes de 

este género han sido aislados de distintos tipos de suelo (Kim et al., 2008; Hoang et al., 2013; Jin et 

al., 2014; Srinivasan et al., 2015; Ohn et al., 2018). Este género ha sido reportado como PGPR, al 

promover las propiedades antioxidantes, el contenido de compuestos fenólicos y ácidos grasos 

esenciales en planta (Dimitrijević et al., 2018). Pelomicrobium es una bacteria Gram-negativa del filo 

Proteobacteria, anaerobia facultativa, quimiolitoautótrofa y metilotrófica facultativa, que recientemente 

fue aislada de un volcán de lodo (Slobodkina et al., 2020). Pseudarthrobacter pertenece a la familia 

Micrococcaceae dentro del filo Actinobacteria y ha sido aislada de diferentes tipos de suelos (Busse y 

Wieser, 2018). Nordstedt y Jones (2020) reportaron que esta bacteria tiene propiedades PGPR en 

condiciones de estrés hídrico. 

Sandaracinus pertenece al filo Proteobacteria (Deltaproteobacteria), es una bacteria Gram-

negativa, aerobia y ha sido aislada del suelo (Mohr et al., 2012). Este género posee característica de 

mixobacteria, como la producción de metabolitos secundarios y la formación de esporas durante 

condiciones ambientales adversas (Sharma et al., 2016). Se ha informado que Sandaracinus puede 

degradar polímeros como almidón, no así celulosa, quitina o agar (Mohr et al., 2012). El género 

Chryseolinea es el único representante del filo Bacteroidetes que resultó favorecido por los tratamientos 

DQ (con o sin P) en el CCI antecesor. Es una bacteria Gram-negativa, heterótrofa, aerobia estricta y 

ha sido aislada de distintos tipos de suelos (Kim et al., 2013; Wang et al., 2018; Lee et al., 2019). 

Chryseolinea ha sido identificada en la rizosfera de pepino (Li et al., 2021), tomate (Readyhough et al., 

2021) y ginseng americano (Panax quinquefolius L.) (Tian et al., 2021). Además, se ha reportado que 

correlaciona negativamente con la incidencia de la enfermedad causada por el hongo patógeno 

Fusarium oxysporum (Ou et al., 2019).  

Para la CP3, la respuesta de las bacterias al tratamiento fue significativa (P<0,05; Tabla 5.10). 

Los géneros que fueron desfavorecidos en la rizosfera de girasol por los tratamientos DQ (con o sin P) 
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y R en comparación con RP fueron tres actinobacterias (Aeromicrobium, Lentzea y Pseudarthrobacter) 

mientras que los géneros que aumentaron en abundancia fueron Gemmatirosa y Thermanaerothrix.  

Lentzea, es una bacteria Gram-positiva, aerobia y ha sido aislada de diferentes tipos de suelos 

(Li et al., 2012; Li et al., 2018a; 2018b; Wang Longwei et al., 2019; Maiti y Mandal, 2020). Los géneros 

Aeromicrobium y Lentzea han sido identificados en la rizosfera de sorgo (Wu et al., 2019) y trigo (Huang 

et al., 2020). Por otra parte, se reportó que Lentzea se correlaciona positivamente con el N disponible 

y el contenido de MO del suelo, así como con parámetros productivos de plantas (Wu et al., 2019; 

Huang et al., 2020).  

Dentro de las bacterias que resultaron favorecidas por los tratamientos DQ (con o sin P) y R se 

encuentra Thermanaerothrix. Este género pertenece al filo Chloroflexi y a la familia Anaerolineaceae, 

cuyos miembros son anaerobios estrictos y fueron identificados en suelo rizosférico de diferentes 

especies de plantas (Jiang et al., 2017; Rodríguez-Caballero et al., 2017; Huang et al., 2019; Hou et 

al., 2020; Jia et al., 2020). Jiang et al., (2017) reportaron que la familia Anaerolineaceae correlaciona 

positivamente con el pH y la MO del suelo, por lo que estas bacterias podrían promover la 

descomposición de la MO edáfica. A su vez, cumple un rol importante en la degradación de 

hidrocarburos derivados del petróleo y pueden regular la solubilidad de cadmio en el suelo (Meng et 

al., 2019; Wang et al., 2021). 

Para la CP5, sólo dos géneros contribuyeron a explicar las diferencias entre los tratamientos 

(Tabla 5.10 y Figura 5.9B). Pantoea resultó desfavorecida en la rizosfera de girasol por los tratamientos 

BP y DQ respecto de R, mientras que Thermanaerothrix se vio favorecido. 

Pantoea (Proteobacteria) es una bacteria Gram-negativa que incluye varias especies que fueron 

aisladas de ambientes acuáticos y terrestres como patógenos, simbiontes, comensales y especies 

benéficas que pueden promover el crecimiento de las plantas (Walterson y Stavrinides, 2015). La 

capacidad de Pantoea de actuar como PGPR ha sido reportada para diferentes cultivos tales como 

arroz (Feng et al., 2006), trigo (Amellal et al., 1998; Chen et al., 2017), maíz (Mishra et al., 2011; Suman 

et al., 2020), garbanzo (Cicer arietinum L.), lenteja (Lens culinaris Medik), arveja (Sergeeva et al., 2007) 

y caña de azúcar (Loiret et al., 2004). La acción PGPR la ejercen por varios mecanismos que incluyen 

la producción de AIA, sideróforos, exopolisacáridos, solubilización de P, fijación de N y actividad de 

biocontrol (Amellal et al., 1998; Loiret et al., 2004; Sergeeva et al., 2007; Cañamás et al., 2009; Chen 

et al., 2017; Shariati et al., 2017).  
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5. Conclusiones  

En síntesis, los resultados presentados en este capítulo demuestran que la utilización del rolado 

como método de finalización del CCI tiene efectos negativos sobre la performance del cultivo de girasol 

en el SOB. Esto podría deberse a que el rolado no logró un control adecuado de avena y de malezas, 

situación que generó competencia por recursos hídricos de por sí escasos en la zona. A su vez, los 

resultados obtenidos en el análisis de secuenciación masiva de amplicones del ARNr 16S (V4) 

confirman la hipótesis de que los métodos de finalización del CCI inciden sobre el ensamblado de la 

microbiota rizosférica del cultivo sucesor probablemente debido a la presencia de residuos de raíces y 

material vegetal en descomposición. El tratamiento RP favoreció a géneros con características PGPR 

en la rizosfera de girasol, mientras que se vieron desfavorecidas bacterias consideradas antagonistas 

de patógenos de planta, que ayudan a la nutrición de las plantas, producen AIA y fosfatasas ácidas, 

respecto de DQ, DQP, BP y R. La mayoría de las bacterias que disminuyeron en abundancia en la 

rizosfera de girasol por los tratamientos DQ (con o sin P) han sido identificadas como PGPR, mientras 

que dentro de las que se vieron favorecidas se encuentran géneros que correlacionan negativamente 

con la incidencia de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum, con característica de 

mixobacteria y degradadores de hidrocarburos derivados del petróleo. Por lo tanto, cabe la posibilidad 

de que el CCI finalizado por DQ actué como “puente verde” transmitiendo patógenos al cultivo de girasol 

y afectando la habilidad de las PGPR para suprimir estos patógenos.  

Por lo tanto, si bien en este estudio se encontró que el mayor efecto sobre la performance de 

girasol se dio con el tratamiento rolado, que redujo significativamente las variables analizadas en planta, 

no se puede descartar que el glifosato incida negativamente sobre los parámetros de crecimiento 

vegetal tal como ha sido observado en otros estudios bajo condiciones controladas, ya que el control 

sin CCI (BP) establecido en este ensayo incluyó el uso de glifosato. Debido a las limitaciones del 

método mecánico (rolado) empleado, es necesario considerar soluciones alternativas en un manejo 

donde se quiera excluir el uso de herbicidas. Entre otras, se sugiere la búsqueda de especies de CCI 

que puedan se controladas eficientemente con labores mecánicas en la zona, probar otros métodos 

mecánicos, así como el uso combinado de glifosato + rolado para disminuir la dosis aplicada de 

herbicida y por consiguiente reducir el impacto ambiental.  
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CAPÍTULO 6 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el impacto de la finalización mecánica y química de 

un CCI, sobre la diversidad microbiana en la rizosfera de avena y los potenciales efectos sobre el cultivo 

sucesor. Para ello, se realizó un ensayo con plantas de avena como CCI bajo condiciones controladas 

y otro a campo durante dos campañas agrícolas, en la localidad de Napostá al SOB. A lo largo de esta 

tesis se utilizó la metagenómica (secuenciación de amplicones del ARNr 16S) y la qPCR, con la cual 

se analizaron tanto marcadores filogenéticos (gen ARNr 16S) como funcionales (genes amoA, nirS, 

nirK y phnJ), así como también técnicas cualitativas para caracterizar los principales grupos funcionales 

químicos (ATR-FTIR) y cuantitativas (contenido de fenoles totales, P, APN) presentes en suelo 

rizosférico y exudados radicales de avena. Esto permitió avanzar en el conocimiento de lo que ocurre 

en la microbiota de la rizosfera de CCI luego de la desecación química y el control mecánico, las 

potenciales consecuencias ecológicas y para el cultivo sucesor.  

Los resultados de esta tesis muestran que los métodos de finalización afectaron el microbioma 

rizosférico del CCI, lo cual incidió sobre el desarrollo y la estructura de la comunidad rizosférica del 

cultivo sucesor. Las diferencias se presentaron tanto a nivel fisiológico como en la abundancia de 

grupos específicos de microorganismos (BOA y AOA), e incluso a nivel de composición de la 

comunidad, y estarían relacionadas con diferencias en los exudados radicales. En este estudio, en 

condiciones controladas, se encontraron diferencias en el perfil de exudación radical de avena (FTIR) 

y en el contenido de fenoles y fósforo total en los exudados entre los métodos DQ y CM. La composición 

de la comunidad bacteriana rizosférica se vio afectada por el manejo del CCI con la potencial 

modificación de los procesos del suelo mediados por los microorganismos, tanto los benéficos como 

los perjudiciales para las funciones del agroecosistema. En general, los géneros que se vieron 

afectados negativamente por la DQ en la rizosfera de avena y en la de girasol han sido identificados 

como PGPR por otros autores. Por otro lado, entre las bacterias que aumentaron en abundancia se 

encuentran patógenos de planta, controladores biológicos, bacterias con capacidad de metabolizar 

compuestos orgánicos complejos, fenólicos, HAP, metales pesados y herbicidas. Si bien esto sugiere 

que el CCI finalizado por DQ podría actuar como “puente verde” transmitiendo patógenos al cultivo de 

girasol y afectando la habilidad de las PGPR para suprimir estos patógenos, esto no se vio reflejado 

sobre la performance de girasol en las variables estudiadas. Sin embargo, en este estudio no se 

evaluaron los efectos sobre la producción de aquenios y contenido de aceite, parámetros que podrían 

haber sido afectados por los residuos de glifosato en las raíces remanentes del CCI, por lo que debrían 

ser considerados en futuras investigaciones. Por otra parte, el control mecánico (corte o rolado) 

favoreció a ciertos géneros con función PGPR en la rizosfera de avena y de girasol. Sin embargo, los 
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resultados obtenidos de la performance de girasol demostraron que el rolado no serían una buena 

alternativa al uso de herbicidas en esta región. Esto estaría indicando que los beneficios asociados a 

los CCI podrían ser contrarrestados por los métodos usados para finalizarlos. Sería necesario 

complementar los estudios metagenómicos realizados en esta tesis con análisis del metatranscriptoma. 

La metatranscriptómica ofrece una perspectiva más informativa en comparación con la metagenómica, 

ya que permite estudiar la diversidad de genes activos en determinado momento en la comunidad 

microbiana, para cuantificar sus niveles de expresión y funciones. Esto permitiría tener un panorama 

más completo del efecto de los métodos utilizados para finalizar los CCI sobre el microbioma rizosférico. 

A su vez, sería importante conocer cómo se ven afectadas otras comunidades rizosféricas como los 

HMA y las Archaea y otras vías metabólicas de degradación del glifosato, lo que implicaría cuantificar, 

por ejemplo, otros genes de la vía del AMPA (gox, thiO). 

Asimismo, sería importante considerar soluciones alternativas para el control mecánico de los 

CCI para superar sus limitaciones, evaluando el uso de otras herramientas (ejemplo, arado pie de pato, 

undercutter), especies de CCI que puedan se controladas eficientemente con labores mecánicas en la 

zona y distintos momentos de terminación del CCI. En este sentido, resulta necesario identificar las 

estrategias de manejo de CCI para mejorar la sustentabilidad de los sistemas agrícolas en la región. 

Para ello, sería esencial establecer redes de ensayos con CCI en distintas localidades del SOB, con un 

manejo en común que se sostengan en el largo plazo y cuyos resultados puedan ser ampliamente 

difundidos entre productores, incentivando su adopción.  
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ANEXO 

Anexo I 

 

Tabla 1. Protocolo de qPCR para la cuantificación del número de copias del gen phnJ.    

                                                        Gen 

Reacción  

phnJ 

 

Volumen final 

 

15 μl 

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 

(2×, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) 

 

7,5 μl 

 

Cebador directo y reverso  

 

1,35 μl 

 

ADN  

 

1 μl de ADN (~1-10 ng μl−1) 

 

Agua bidestilada 

 

3,8 μl 

Programa 

 

 

 

 

Preincubación: 95°C, 5 min, 1 ciclo 

 

Amplificación: 95°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C 45 s, 

35 ciclos 

 

Análisis de las curvas de fusión: 65°C-95°C 

 

Curva estándar  

 

107-102 copias 

 

Referencia 

 

Morales et al., (2020) 
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Tabla 2. Protocolo de qPCR para la cuantificación del número de copias de los genes ARNr 16S, amoA, nirK y nirS.  

                           Genes 

Reacción  

ARNr 16S 

(Bacteria) 

ARNr 16S 

(Archaea) 

amoA (AOA) amoA (BOA) nirK nirS 

 

Volumen final 

15 μl 

PCR iTaq Universal SYBR 

Green Supermix (2×, Bio-Rad 

Laboratories, CA, EEUU) 

7,5 μl 

 

Cebador directo (F) y reverso 

(R) (μl) 

 

 

0,3  

 

 

0,6  

 

 

0,9  

 

0,45 F y  

0,9 R 

 

 

0,45  

 

 

0,75  

 

ADN (μl) 

 

1 μl de ADN (~1-10 ng μl−1) 

 

Agua bidestilada (μl) 

 

5,9  

 

5,3  

 

4,7  

 

5,19  

 

5,6  

 

5  

Programa: 

 

 

Amplificación 

 

 

Preincubación: 95°C, 5 min, 1 ciclo 

95°C 15 s, 53°C 

30 s, 72°C 45 s,  

35 ciclos 

95°C 15 s, 58°C 

30 s, 72°C 45 s,  

40 ciclos 

95°C 20 s, 55°C 

30 s, 72°C 45 s, 

40 ciclos 

95°C 20 s, 55°C 

30 s, 72ºC 45 s, 

40 ciclos 

95°C 15 s, 

58°C 30 s, 

72°C 45 s,  

40 ciclos 

95°C 15 s, 

60°C 20 s, 

72°C 45 s, 40 

ciclos 

 

Análisis de las curvas de fusión: 65°C-95°C 

 

Curva estándar  

107-103 copias 106-103 copias 107-103 copias 106-102 copias 107-102 

copias 

107-103 copias 

 

Referencia 

Zabaloy et al., 

(2015) 

Allegrini et al., 

(2019) 

Zabaloy et al., 

(2017) 

Zabaloy et al., 

(2015) 

Kandeler et al., (2006) 



148 
 

Anexo II 

 

Protocolo Fluidigm® 

 

Las muestras de ADN fueron cuantificadas usando el kit High Sensitivity DNA en un Qubit (Life 

Technologies), y posteriormente diluidas hasta obtener 2 ng μl-1. La mezcla de reacción para la 

amplificación fue preparada utilizando el kit Roche High Fidelity Fast Start y el reactivo de carga 20x 

Access Array de acuerdo con los protocolos Fluidigm (San Franciso, CA, USA). Brevemente, para cada 

muestra se combinaron los siguientes reactivos: 0,5 μl de 10× FastStart Reaction Buffer sin MgCl2, 0,9 

μl de 25 mM MgCl2, 0,25 μl de DMSO, 0,1 μl de solución equimolar de una mezcla de nucleótidos (10 

mM cada uno), 0,05 μl de FastStart High Fidelity Enzyme Blend (5 U/μl), 0,25 μl de 20× Access Array 

Loading Reagent, 1,95 μl de agua y 1 μl de ADN previamente diluido. Esta mezcla de reacción (4 μl) y 

una solución equimolar conteniendo los cebadores directo y reverso (4 μl de 1 μM cada uno), se 

cargaron en las respectivas entradas de un IFC Fluidigm LP 48.48 previamente preparado. El IFC se 

colocó en un sistema Juno® para la obtención de productos amplificados por PCR utilizando las 

siguientes condiciones: 50°C, 2 min (1 ciclo), 70°C,  20 min (1 ciclo), 95°C, 10 min (1 ciclo), 95°C 15 s, 

55°C 30 s, 72°C, 1 min (10 ciclos), 95°C 15 s, 80°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C, 1 min (2 ciclos), 95°C 15 s, 

55°C 30 s, 72°C, 1 min (8 ciclos), 95°C 15 s, 80°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C, 1 min (2 ciclos), 95°C 15 s, 

55°C 30s, 72°C, 1 min (8 ciclos), 95°C 15 s, 80°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C, 1 min (5 ciclos). Posteriormente, 

se realizó una segunda ronda de amplificación con Illumina linkers CS1 (5’-

ACACTGACGACATGGTTCTACA) y CS2 (5’-TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT) y barcodes o index 

(10 nt). Para la segunda ronda de PCR se preparó una mezcla de reacción conteniendo: 2,0 μl de 10× 

FastStart Reaction Buffer sin MgCl2, 3,6 μl de 25 mM MgCl2, 1,0 μl de DMSO, 0,4 μl de de solución 

equimolar de una mezcla de nucleótidos (10 mM cada uno), 0,2 μl de FastStart High Fidelity Enzyme 

Blend (5 U/μl), 7,8 μl de Agua, 1 μl del producto diluido (1:100) de la primera ronda de PCR y 4 μl de 

adaptadores y barcodes. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 95°C, 10 min (1 ciclo), 95°C 15 

s, 60°C 30 s, 72°C 1min (14 ciclos) y 72°C 3 min de extensión final. 

Los productos de PCR fueron cuantificados utilizando un fluorómetro Qubit. A continuación, se 

combinaron las muestras en cantidades iguales según la concentración del producto. Los productos 

combinados se seleccionaron por tamaño en un gel de agarosa 2% (Life Technologies) y se extrajo 

una porción del gel aislado con un kit de extracción de gel (Qiagen). Los productos seleccionados por 

tamaños fueron corridos sobre un Agilent Bioanalyzer para confirmar el perfil apropiado y determinar el 

tamaño promedio.  
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Anexo III 

Índices de diversidad α 

Se calcularon los índices de heterogeneidad de Shannon (H’) y el recíproco del índice de Simpson 

(1/λ), la riqueza [número de ASVs observados (S’) e índice de Chao-1] y la equitatividad de cada 

muestra. Para el cálculo de las métricas de diversidad α se utilizó el paquete vegan v2.5-6 (Oksanen et 

al., 2020) del software estadístico R v3.6.1 dentro de RStudio (Versión 1.2.1335). La tabla de ASVs fue 

rarefaccionada (función rarefy) según la muestra con el menor número de secuencias y se obtuvieron 

las curvas de rarefacción (función rarecurve), previo al cálculo de las métricas de diversidad. 

El índice de Chao-1 o Sest (Chao, 1984) estima la riqueza total de una comunidad (S), basado en 

los ASVs más raros de la misma: 

Sest = S’ + [(f1)2 / (2 f2)] 

Donde f1 corresponde al número de ASVs singletones (solo una secuencia) y f2 al de dobletones 

(solo dos secuencias). 

El índice de Shannon se basa en la incertidumbre de poder predecir con exactitud a cuál de las 

especies de una muestra pertenece un determinado individuo seleccionado al azar. En este caso, de 

acuerdo al paquete estadístico utilizado (vegan), el índice de Shannon H’ se calculó utilizando el 

logaritmo natural (ln) (Oksanen, 2020): 

H’= -Σpi ln pi (i=1HS’, S’=número de ASVs en la muestra) 

Donde pi=abundancia relativa del i-ésimo ASV. 

El índice H’ puede variar entre el valor mínimo H’=0 (cuando la muestra contenga solo una 

especie) y el valor máximo (H’max) cuando todas las especies (S’) se encuentren igualmente 

representadas (H’max=ln S’). 

El índice de Simpson (λ), en cambio, se relaciona con la probabilidad de que dos individuos 

seleccionados al azar dentro de una muestra pertenezcan a la misma especie. El recíproco de este 

índice (1/λ) es sensible a las especies dominantes o mejor representadas (Peet, 1974) y puede variar 

entre 1 y el número de ASVs (S’). El índice de Simpson se calcula de la siguiente manera: 

λ= Σ [ni (ni -1)] / [N(N-1)]  

Donde ni=abundancia del i-ésimo ASV y N=tamaño de la muestra. 

Dentro de los índices de equitatividad, uno de los evaluados fue el índice de equitatividad de 

Shannon (EH), definido como la relación entre H’ y H’max, EH = H’ / H’max. Este índice es uno de los más 

utilizados y puede variar entre 0 y 1.  
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