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Resumen

Los pastizales templados del Rio de la Plata constituyen uno de los biomas mas relevantes para la
produccion agropecuaria y la conservacion de la biodiversidad a nivel global. Sin embargo, su
intensificacion mediante practicas como la fertilizacion, la sobresiembra de leguminosas o el
reemplazo por pasturas sembradas y cultivos agricolas ha generado incertidumbre sobre los
impactos en el microbioma del suelo, un componente clave para la sostenibilidad de procesos
ecosistémicos. En esta tesis se caracterizO de manera exhaustiva la estructura y funcién de
comunidades bacterianas y fingicas de suelos de campo natural y sus distintas formas de
intensificacion. Se utilizaron aproximaciones de secuenciacion masiva (16S, ITS y metagendmica
shotgun) y andlisis de redes microbianas para comprender los cambios en diversidad, composicion
y potencial funcional. Los resultados muestran que la conversion del campo natual en sistemas
agricolas conlleva una pérdida significativa de diversidad fungica y una alteracion en los
ensamblajes de comunidades bacterianas, acompafiada por una reduccion en genes asociados al
reciclado de necromasa microbiana y al metabolismo del carbono. En sistemas ganaderos, la
fertilizacion inorgénica del campo natural redujo la conectividad de las redes de correlacion entre
hongos micorricicos arbusculares y bacterias, favoreciendo géneros nitrificantes y patdgenos,
mientras que la sobresiembra de leguminosas (fertilizadas con fosforo) sobre el campo natural y
el reemplazo de este por pasturas mostraron efectos menores e intermedios a los de la fertilizacion.
En conjunto, los hallazgos evidencian un gradiente de simplificacion ecoldgica y pérdida de
mutualismos microbianos a medida que aumenta la intensificacion del uso del suelo. Este trabajo
constituye una caracterizacion exhaustiva del microbioma de campo natural en Uruguay y aporta
evidencia sobre como las practicas de manejo modifican la estructura de las comunidades
microbianas y las funciones biogeoquimicas del suelo, con implicancias para la resiliencia y el

manejo sostenible de los sistemas pastoriles de nuestro pais.
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1.1 Importancia de pastizales templados a nivel global

Los pastizales o praderas templadas constituyen uno de los biomas mas importantes a nivel
mundial, destacindose por su vastedad, diversidad bioldgica y por el conjunto de servicios
ecosistémicos que ofrecen. En el &mbito global, los pastizales templados son reconocidas no solo
por su capacidad de sostener la produccion de alimentos y fibras, sino también por su rol
determinante en la regulacion del clima, el almacenamiento de carbono y el mantenimiento de la
biodiversidad (Zhao, et al 2020). Estudios recientes han destacado que la diversidad bioldgica de
estos ambientes es fundamental para sostener multiples servicios ecosistémicos, tales como el ciclo
de nutrientes, la descomposicion de materia organica y la retencion de agua (Soussana, et al 2004;
Hanisch, et al 2020; Zhang, et al 2023). Esta capacidad multifuncional de los pastizales templados
las convierte en ecosistemas de alto valor ecoldgico y socioecondémico, especialmente en regiones

donde la agricultura y la ganaderia representan pilares importantes de la economia.

Los pastizales templados se definen como extensos ecosistemas dominados por gramineas,
presentando climas caracterizados por temperaturas moderadas y precipitaciones repartidas de
manera relativamente uniforme a lo largo del afio, aunque con marcada variabilidad interanual en
algunas regiones (Sala, et al 2001). Diversos estudios han puesto de manifiesto que los pastizales
o praderas son el escenario donde se llevan a cabo procesos esenciales que permiten almacenar
carbono, regular el clima, proporcionar habitat a una gran diversidad de especies y sustentar
actividades humanas de gran importancia econdmica como la agricultura y la ganaderia (Bai, et al
2022; Peterman & Buzhdygan 2021; Liu, et al 2022). En particular, la multifuncionalidad de estos
ecosistemas se evidencia a través de su contribucion en procesos fundamentales como la
descomposicion de materia organica, la retencion y reciclaje de nutrientes y la regulacion de los
ciclos hidrologicos, todos los cuales tienen repercusiones directas en la salud de los suelos y en la

productividad agropecuaria (Richter, et al 2024).
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La diversidad bioldgica, que incluye tanto la diversidad de plantas como la microbiana en el suelo
y también la macro y mesofauna, es crucial para mantener estas funciones ecosistémicas. Por
ejemplo, investigaciones han demostrado que la diversidad microbiana tiene un efecto
significativo en la capacidad del sistema para mantener funciones del ecosistema a niveles
moderados y altos de rendimiento (Zhai, et al 2024). Ademas, la pérdida de biodiversidad, debida
a cambios en el uso del suelo, compromete la capacidad de estos ecosistemas para sostener

servicios vitales y, por ende, la resiliencia de los procesos naturales (Prangel, et al 2023).

A pesar de todo esto, multiples factores amenazan la conservacion de este tipo de biomas, donde
destacan el cambio climéatico, los cambios en el uso del suelo y la erosion de los procesos que han
dado forma a estos ecosistemas herbaceos durante milenios (Stevens, et al 2022). Los efectos de
los factores mencionados son acumulativos y en cascada, lo cual se suma a la escasa proteccion
que tienen a nivel global este tipo de paisaje, donde se estima que solamente el 4% de los pastizales
a nivel mundial se encuentran dentro de areas protegidas (Henwood, 2010). La descripcion de los
mecanismos a través de los cuales los pastizales templados ayudan a cumplir los mencionados
servicios ecosistémicos puede ser un aporte a su conservacion y valorizacion en un contexto de

cambios en el uso del suelo.

1.2 Servicios ecosistémicos de los pastizales templados

Los pastizales templados constituyen un componente estratégico de los sistemas agropecuarios al
proveer servicios de aprovisionamiento que sostienen la productividad y garantizan la provision
de bienes. Entre estos, la produccion de forraje es el mas relevante, ya que representa la base
alimenticia de los sistemas ganaderos de pastoreo (Boval & Dixon 2012). Este recurso posibilita
la obtencion de productos como carne, leche y derivados que son esenciales para la seguridad
alimentaria global y para las economias nacionales dependientes de la agroexportacion. A su vez,
el pastoreo estructura las comunidades y aumenta las tasas de ciclado de nutrientes. A partir de los
cambios generados en los pastizales por el pastoreo, su manejo se ha convertido en un pilar para
mantener altos valores de productividad, mientras se proveen otros servicios ecosistémicos

(Cezimbra et al., 2021; Silva et al., 2019).

Los servicios de regulacion que proveen las praderas templadas estan estrechamente asociados al

ciclado de nutrientes y a la regulacion hidrologica. Estos procesos dependen de multiples factores
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abioticos, como la estructura del suelo, pero también de la diversidad bioldgica a multiples escalas,
como la cobertura vegetal, macrofauna del suelo y microorganismos (Le Provost et al., 2023). La
biodiversidad de estos organismos se encuentra estructurada por la heterogeneidad de ambientes
que se encuentran en los pastizales y por las multiples respuestas de los organismos a estos
gradientes ambientales (Lengyel, et al 2016). A su vez, las praderas templadas tienen la capacidad
de mantener la infiltracion hidrica de los suelos lo cual permite reducir la dependencia de
fertilizantes quimicos y prevenir la erosion, a la vez que favorece la recarga de acuiferos y la
regulacion de caudales (Robinson, et al 2022). Asi, los pastizales no so6lo sostienen la produccion
primaria, sino que también desempefian un papel central en la estabilidad ambiental y en la

eficiencia de los sistemas agroecologicos.

La diversidad microbiana edafica se ha identificado como un factor clave en la preservacion de
varias de las funciones mencionadas anteriormente, dado que la complejidad de las comunidades
del suelo determina la capacidad del sistema para mantener simultdneamente multiples procesos
(multifuncionalidad) (Delgado-Baquerizo, et al 2016). Investigaciones recientes evidencian que la
pérdida de diversidad conduce a consecuencias negativas en cascada, incluyendo la aceleracion de
pérdidas de nutrientes por lixiviacion y el incremento de emisiones de gases de efecto invernadero
como el N20. Por ejemplo, la simplificacion de comunidades microbianas ha mostrado aumentar
la lixiviacion de fosforo, comprometiendo tanto la fertilidad del suelo como la calidad del agua en
zonas adyacentes (Bender, et al 2023). Estos procesos han sido vinculados a la pérdida en
abundancia de genes de ciclado de nutrientes y reflejan la vulnerabilidad de los sistemas de baja
diversidad, resaltando la necesidad de conservar la integridad bioldgica de los suelos para sostener

los servicios ecosistémicos.

Por ultimo, los pastizales cumplen un rol decisivo en los flujos de Gases de Efecto Invernadero
(GEI) al actuar como sumideros de carbono, almacenando grandes cantidades de carbono organico
principalmente en el suelo (Barneze, et al 2022; Gomez-Casanovas, et al 2021). Este servicio
resulta critico frente al avance del cambio climdtico, dado que la conversion de pastizales a
sistemas intensivos de cultivo o forestacion puede alterar profundamente los balances de carbono
y reducir la capacidad de mitigacion climética. En conjunto, la multifuncionalidad de los pastizales
integra la provision de bienes, la regulacion de procesos biofisicos y la conservacion de la

biodiversidad, constituyendo la base de sistemas productivos sostenibles a escala regional y global.
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Estudios que integran gran cantidad de datos reportan que la intensificacion y el cambio en el uso
del suelo contribuyen a la pérdida de la multifuncionalidad en praderas templadas (Schils, et al

2022).

1.3 Importancia de los Pastizales del Rio de la Plata

Dentro del territorio latinoamericano, los pastizales templados constituyen ecosistemas clave para
el desarrollo agropecuario y la conservacion de la biodiversidad. Los pastizales del Rio de la Plata,
una de las mayores areas de pastizales naturales en el mundo, se extienden sobre aproximadamente
70 millones de hectareas, abarcando zonas del litoral este de Argentina, sur de Brasil y
practicamente todo el territorio uruguayo (Soriano et al., 1991; Paruelo et al., 2007; Baeza &
Paruelo, 2020). Esta escala los posiciona como uno de los biomas de pastizales nativos mas
extensos y biodiversos de América del Sur (Andrade et al., 2018). La region que incluye los
pastizales del Rio de la Plata se caracteriza por un clima templado con precipitaciones anuales que
varian entre 400 y 1600 mm, condiciones que permiten la existencia de una vegetacion
diversificada y resiliente (Soriano et al., 1991; Lezama et al., 2019). La biodiversidad de estos
ecosistemas es notable, albergando hasta 385 especies de aves y alrededor de 90 especies de
mamiferos terrestres, factores que contribuyen a una alta provision de servicios ecosistémicos,

algunos de los cuales fueron descriptos anteriormente (Paruelo et al., 2016; Andrade et al., 2018).

Ecologicamente, los pastizales de esta region presentan una estructura y funcionalidad compleja.
Estos ecosistemas han formado parte integral de la cultura y economia regionales durante siglos,
constituyendo en Uruguay aproximadamente el 55-70% del territorio nacional y las bases
productivas para la ganaderia extensiva, principalmente de carne, cuero y lana (Baeza et al., 2022;
Gutiérrez et al., 2020). Mas alla del impacto del pastoreo, estos sistemas productivos en Uruguay
se conocen como sistemas ganaderos sobre campo natural. Sin embargo, los pastizales enfrentan
desafios derivados de la expansion agricola, la forestacion y el cambio climatico, lo que amenaza
su conservacion y la continuidad de los servicios ecosistémicos que proveen (Baldi & Paruelo,
2008; Modernel et al., 2016). Estos factores resaltan la necesidad de estrategias integradas que
permitan armonizar la produccion agricola y ganadera con la conservacion de la biodiversidad y
la funcionalidad ecosistémica en los pastizales del Rio de la Plata (Carvalho & Batello, 2009;

Michelson, 2009).
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1.4 Intensificacion en el uso del suelo en sistemas basados en
campo natural.

Uno de los desafios mas criticos que enfrentan los pastizales templados en el Uruguay es el cambio
en el uso del suelo. En las ultimas décadas, se ha registrado una transformacion marcada por la
conversion de pastizales naturales a sistemas agricolas intensivos y plantaciones forestales,
impulsada principalmente por la expansion de cultivos comerciales como la soja y la demanda
global de alimentos (Baeza y Paruelo, 2020; Gallego et al., 2023). Esta conversion conlleva
importantes consecuencias ecologicas y socioecondmicas. Se reduce la biodiversidad del suelo y
disminuye la capacidad de estos ecosistemas para mantener servicios ecosistémicos clave, como
la retencion de nutrientes y la mitigacion de emisiones de gases de efecto invernadero. Ademas,
esta pérdida debilita la resiliencia ecologica y afecta la continuidad de practicas ganaderas
tradicionales que son esenciales para la identidad y economia regional (Paruelo et al., 2016; Baeza

et al., 2022).

En Uruguay, por ejemplo, entre 2004 y 2010 la superficie dedicada a cultivos de verano creci6 un
36%, impulsada sobre todo por la soja. Este cambio altera la estructura del paisaje y afecta procesos
importantes como el balance de carbono y la regulacion del ciclo hidrico, comprometiendo la
funcionalidad ecosistémica a largo plazo (Gallego et al., 2023; Redo et al., 2012). Por su parte, en
Uruguay las plantaciones forestales aumentaron su superficie en un 100% en el periodo 2003-2018
(Baeza et al., 2022). Aunque las plantaciones forestales pueden aumentar la captura neta de CO-,
también conllevan la pérdida de biodiversidad y servicios ecosistémicos vinculados a los pastizales

(Baeza y Paruelo, 2020).

Por otra parte, el pastoreo por ganado bovino tiene un impacto importante en la ecologia de
especies vegetales, pero también en el ciclado de carbono y la formacion de materia organica en
praderas nativas (Abrigo et al., 2024). En estos sistemas ganaderos, sobre campo natural, se
utilizan diferentes manejos para aumentar la productividad, cuyos valores se encuentra en el
entorno de 70 kgPV/ha anuales. Uno de los manejos utilizados con este propdsito es la fertilizacion
con Nitroégeno y/o fosforo (Rodriguez-Palma & Rodriguez, 2017). Se ha reportado que esto mejora
la productividad primaria y la calidad del forraje, lo cual repercute en mejoras en la produccion

secundaria (Jaurena et al., 2014). Otro de los manejos utilizados es la sobresiembra de leguminosas
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y adicion de fosforo en campo natural. Se ha observado que esta practica mejora la productividad
de pastizales templados, debido a multiples factores entre los que se incluyen cambios en la
estacionalidad generada por las especies introducidas (Rama et al., 2022). Sin embargo, esta
practica tiene efectos en la composicion y diversidad de especies vegetales (Lezama et al., 2024)
y también en comunidades microbianas de suelos (Azziz et al., 2023). Por ultimo, la siembra de
pasturas perennes, como variedades de Festuca sp., Lotus sp. y/o Trifolium sp., es otro manejo de
intensificacion que permite aumentar el rendimiento en el corto plazo y al cual se recurre en

sistema ganaderos sobre campo natural (Jaurena et al., 2021).

La implementacion de procesos y tecnologias de intensificacion sostenible resulta indispensable
para preservar este patrimonio natural para futuras generaciones (Michelson, 2009; Carvalho y
Batello, 2009). En un contexto de cambio climatico, el lograr entender los cambios generados a
partir de los diferentes manejos de intensificacion en los suelos, puede ser 1til para evaluar su
impacto en este ecosistema. En este sentido, el estudio de comunidades microbianas puede ser una

buena aproximacion para entender el impacto generado a partir de estos manejos.

1.5 Composicion e importancia del suelo en pastizales templados

El suelo es un sistema complejo y dindmico compuesto por una fraccion mineral, materia organica,
agua, aire y una gran diversidad de organismos vivos que forman la pedosfera, la capa
biologicamente activa que sostiene la vida terrestre. Se define no solo como un medio fisico para
el crecimiento de las plantas, sino como un ecosistema integral que regula procesos
biogeoquimicos esenciales (Brady & Weil, 2017). Los suelos actian como soporte fisico,
reservorio de agua y nutrientes, y plataforma donde interactian procesos ecoldgicos fundamentales

que condicionan la productividad primaria y la biodiversidad (Kopittke et al., 2024).

Los servicios ecosistémicos que proveen los suelos son multiples y criticos para la sostenibilidad
ambiental y la seguridad alimentaria. Entre ellos destacan el soporte para la productividad primaria
mediante la provision y reciclaje de nutrientes, la regulacion climética por el secuestro y emision
controlada de gases de efecto invernadero, y la moderacion del ciclo hidrologico al retener y filtrar
el agua (Schmidt, et al 2011). Ademas, los suelos contribuyen al control de plagas y enfermedades,
y al mantenimiento de la biodiversidad, asegurando la estabilidad funcional de los ecosistemas

agricolas y naturales (FAO, 2020).

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 14



En cuanto a la composicién mineral, los suelos estdn formados principalmente por particulas
minerales de distinta granulometria: arena, limo y arcilla. Esta composicion determina la textura y
estructura del suelo, que a su vez influye en propiedades fisicas como la porosidad, la capacidad
de retencion de agua y aire, y la disponibilidad de nutrientes (Hillel, 2004). La estructura del suelo
es el resultado de la agregacion de particulas minerales y materia orgénica, clave para promover
la estabilidad del suelo y la generaciéon de una heterogeneidad estructural que permite la
diversificacion de nichos en este ambiente (Bronick & Lal, 2005). La fraccion organica de los
suelos, generalmente conocida como materia organica del suelo (MOS) se encuentra constituida
por restos vegetales, animales y también por productos microbianos. La versatilidad quimica del
carbono permite formar una gran diversidad de estructura quimicas con diferente grado de
recalcitrancia en los suelos (Hayes et al., 2007). A partir del avance en técnicas de Resonancia
Magnética Nuclear se ha observado que estas estructuras se forman principalmente a partir de
productos de descomposicion de moléculas organicas de mayor tamafio como polimeros de origen

vegetal o microbiano (Nelson & Baldock, 2005; Huang et al., 2023).

La fraccion biologica del suelo estd conformada por comunidades complejas de macrofauna como
lombrices, insectos y nematodos, y microorganismos incluyendo bacterias, hongos, arqueas y
protozoos. Esta biodiversidad se explica por la heterogeneidad espacial y quimica del suelo, la
disponibilidad de diversos sustratos y gradientes ecologicos de oxigeno, humedad y pH. A su vez,
la actividad e interaccion entre organismos crea microhabitats y nichos funcionales que dan lugar
a procesos fundamentales como la descomposicion, formacion de agregados y ciclo de nutrientes,
contribuyendo a la resiliencia y estabilidad del ecosistema suelo (Bardgett & van der Putten, 2014).
Las comunidades biologicas del suelo actian de manera sinérgica, y en muchos casos asociada a
hospederos, regenerando moléculas simples, que pueden ser utilizadas como nutrientes, a partir de
componentes estructurales formados por moléculas de mayor tamafio y complejidad (de Jonge et
al.,2023). Esta capacidad de reciclado de nutrientes es fundamental para mantener la funcionalidad

de los suelos.

En conjunto, la comprension detallada de la funcion, composicion y biodiversidad del suelo
proporciona una base cientifica sdlida para valorar y preservar los servicios ecosistémicos que
sostiene (Guerra et al., 2021). Entender los mecanismos que subyacen a estos procesos permite

preservar los suelos y disefiar manejos desde una perspectiva sostenible, para mantener la
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productividad agricola, mitigar el cambio climatico y conservar la biodiversidad, desafios

fundamentales en la actualidad y futuro cercano (Lal, 2020; Geisen, et al 2020).

1.6 Procesos de formacion de la materia organica del suelo

La formacién de la materia organica del suelo (MOS) es un proceso impulsado fundamentalmente
por la transformacion microbiana de residuos vegetales y animales. La principal forma de ingreso
de carbono al suelo es a través de residuos vegetales. La produccion primaria por parte de la
cobertura vegetal asegura el ingreso de Carbono como restos de tejidos vegetales ya sean aéreos o
radiculares, pero también como compuestos organicos que son exudados directamente al suelo a
través de las raices (Feng, et al 2024). Los microorganismos del suelo, especialmente hongos y
bacterias, descomponen compuestos organicos complejos y sus productos metabolicos
contribuyen a la formacion de diferentes fracciones de MOS con propiedades quimicas y
funcionales diversas. Por ejemplo, ciertos hongos con rasgos multifuncionales son capaces de
promover la formacion y estabilidad de materia orgénica, influyendo en su cantidad, complejidad
molecular y capacidad de retencion de carbono (Whalen, et al 2024). Este proceso ademas esta
regulado por factores fisico-quimicos del suelo como la mineralogia y la estructura agregada que

protegen la materia orgénica de la descomposicién microbiana a corto plazo (Cotrufo & Lavallee,

2022)

Las fracciones de la materia organica en el suelo pueden agruparse en materia organica particulada
(POM), que consiste en particulas mayores a 63 micrometros, con menor densidad y tasas de
descomposicion relativamente rapida (Leuthold, et al 2024). Ademads, encontramos la materia
organica asociada a minerales (MAOM), que es mas estable y se adhiere a particulas finas de limo
y arcilla, favoreciendo el almacenamiento de carbono a largo plazo (Robertson, et al 2019). Estas
fracciones tienen diferentes roles en el ciclo de nutrientes y la fertilidad del suelo, y el estudio
detallado de sus propiedades permite comprender mejor la dinamica y persistencia del carbono en

los ecosistemas terrestres.

El microbioma del suelo es central no solo en la formacion, sino en la estabilizacion y dindmica
de la materia orgénica del suelo (Wang, et al 2024). Los productos de desecho microbianos y la
biomasa microbiana muerta, conocida como necromasa microbiana, constituyen una fuente

significativa de materia orgéanica persistente en el suelo, la asimilacién de compuestos organicos
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y formaciéon de biomasa microbiana se conoce como ruta in vivo de formacion de MOS. Sin
embargo, la actividad de exoenzimas microbianas contribuye a la degradacion de restos vegetales
complejos, a partir de lo cual se forman las sustancias humicas y otras moléculas organicas de
estructura compleja. A esta via de formacidon de materia orgénica se la conoce como via ex-vivo,
ya que no implica la asimilacion de los compuestos carbonados y su acumulacién como biomasa
microbiana (Robertson, et al 2019). La diversidad y funcionalidad del microbioma influyen en
procesos ecoldgicos clave como el ciclo del carbono y nitrégeno, la formacion de estructuras del
suelo y el mantenimiento de la fertilidad. El microbioma reacciona y se adapta ante cambios
ambientales, afectando la resiliencia y funcionamiento del ecosistema suelo-planta (Jansson &
Hofmockel, 2020; Zeng et al., 2025). En este sentido también se ha reportado la existencia del
efecto priming: un cambio en la tasa de mineralizacion del carbono de la MOS por
microorganismos, inducido por la entrada de materia organica fresca, que puede acelerar o reducir

la descomposicion de la MOS, afectando asi la acumulacion o pérdida de carbono en el suelo y su

fertilidad (Bernard et al., 2022).

La necromasa microbiana, formada por los restos celulares de microorganismos muertos, incluye
componentes resistentes como paredes celulares, proteinas y lipidos, que contribuyen a la
estabilizacion del carbono en el suelo (Kastner et al., 2021). Una de las particularidades de la
necromasa es que tiende a agregarse y ocluir poros del suelo generando puntos con impedimentos
estéricos para la degradacion de estas particulas organicas (Chi, et al 2022). Estudios recientes
destacan que la cantidad y distribucion de la necromasa dependen de las caracteristicas del suelo,
como textura y contenidos de minerales, y pueden variar bajo condiciones de cambio climatico,
como el calentamiento del suelo (Zhao et al., 2025; Mitchell et al., 2022). Esta fraccion microbiana
es un componente critico en la formacion y conservacion de la materia orgédnica y en la mitigacion

de pérdidas de carbono.

1.7 Estructura y funcion del microbioma de suelos en pastizales
templados.

La diversidad microbiana del suelo es sorprendentemente alta y determinada por multiples
variables, donde la interaccion entre propiedades fisico-quimicas del suelo y gradientes

ambientales como el pH, la textura y la disponibilidad de nutrientes juegan un papel fundamental.
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La escala de tamafio de las células microbianas determina que la formacion de micro y macro
agregados genera una diversidad de nichos ecolégicos que permiten el establecimiento de distintos
microorganismos (Bach et al., 2018). Esto impacta particularmente en la diversidad de bacterias
que pueden establecerse en los diferentes microhdbitats disponibles en el suelo (Seaton et al., 2020;
Curd et al., 2018). Algunos estudios a escala continental han demostrado que las comunidades
bacterianas tienden a ser mas sensibles a las caracteristicas edaficas, mientras que las comunidades
fingicas responden a la cobertura vegetal y a la estructura fisica del suelo, mostrando patrones

complementarios de diversidad y distribucion (Labouyrie et al., 2023; Li et al., 2024).

Como se ejemplifico anteriormente, el microbioma del suelo cumple un rol fundamental en el
reciclado de nutrientes y energia. Diferentes procesos microbianos, algunos vinculados a su
metabolismo, como pueden ser la respiracion anaerobia, generan la transformacion oxidativa de
nutrientes y su ciclado en el suelo (Neemisha et al., 2022). Estos procesos son catalizados por
enzimas codificadas en genomas microbianos. Las tasas de recambio de poblaciones microbianas
son mayores que el de otras propiedades fisicoquimicas del suelo. Debido a esto el estudio de
actividades enzimaticas del suelo ha sido utilizado histéricamente como una aproximacién a la
capacidad de ciclado de nutrientes en este ambiente (Nannipieri et al., 2017; Adetunji et al., 2020).
En este sentido, tanto bacterias como hongos contribuyen activamente a la movilizacion de fosforo,
a través de procesos como meteorizacion, mineralizacion y solubilizacion (Pang et al., 2024). Pero
también pueden favorecer la inmovilizacion, mediante la asimilacién o la precipitacion de
compuestos. Ademas, contribuyen a mejorar la adquisicion de fosforo por parte de las plantas al
estimular el crecimiento radicular y extender el alcance del sistema de raices gracias a las simbiosis
con Hongos Micorricicos Arbusculares (HMAs). Entre los microorganismos capaces de
solubilizar fosfatos se encuentran bacterias y hongos de géneros como Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Burkholderia, Penicillium y Aspergillus, aunque continuamente se identifican
nuevas especies con esta capacidad (Li et al., 2021). En el caso particular de los hongos
micorricicos arbusculares, como Rhizophagus, estos absorben el fosforo disponible en el suelo y

lo transfieren de manera directa a la planta hospedera (Kobae, 2019).

El microbioma del suelo también desempeiia multiples funciones clave en el ciclo del nitrégeno,
participando en procesos como la fijacion biologica donde el Nitrogeno gaseoso queda disponible

para el ingreso a la cadena trofica por la accion de bacterias fijadoras (Hirsch, et al 2015). Este
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proceso no genera energia a la célula, pero disponibiliza este macronutriente limitante. El amonio
que se genera a partir de la fijacion y de la mineralizacion puede ser absorbido directamente por
las plantas; sin embargo, en suelos bien aireados y de pH neutro, este compuesto es transformado
rapidamente a nitrato gracias a la accion de bacterias y arqueas oxidantes de amonio y nitrito, como
Nitrosospira, Nitrosomonas, Nitrospira y Nitrobacter (Hayatsu, et al 2021; Clark, et al 2021). En
este mismo sentido, la desnitrificacion contribuye a la pérdida de nitrégeno del suelo a través del
pasaje de nitrato a formas gaseosas mas reducidas de este nutriente que incluyen el 6xido nitroso
(Hu, et al 2015). A su vez, se han descripto algunos grupos microbianos que codifican multiples
vias para el ciclado de nitrodgeno, es el caso de algunas delta-proteobacterias, mientras que otros
grupos filogenéticos se especializan en algunas pocas vias de transformacion de nitrogeno (Nelson
et al., 2016). Estos procesos catalizan la transformacién de uno de los nutrientes mas importantes
en el ecosistema suelo impactando directamente la fertilidad y la emision de gases de efecto

invernadero.

Los microorganismos del suelo mantienen interacciones estrechas con las plantas que favorecen
su crecimiento y mejoran la tolerancia frente a diferentes tipos de estrés abidtico. Cada vez hay
mas evidencia de que las raices liberan compuestos como azucares, acidos organicos, aminoacidos
y fenoles que actian como sefiales quimicas para atraer a microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPM) (Compant et al., 2019). Una vez establecidos en la rizosfera o en el
interior de las raices, estos microorganismos no solo contribuyen a la transformacion y transporte
de nutrientes, sino que también influyen en el desarrollo de la planta mediante la produccion y
regulacion de fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno
(Oyedele et al., 2024). Estas moléculas cumplen funciones clave en la regulacion del desarrollo de
plantas. Diversos grupos microbianos participan de estos mecanismos. Entre las bacterias se
destacan géneros como Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter y Azospirillum, mientras que entre
los hongos se encuentran Trichoderma y Laccaria, capaces de modificar los niveles hormonales
en la rizosfera y dentro de los tejidos vegetales, modulando asi el crecimiento y la respuesta al

estrés de sus hospederos (Eichmann et al., 2021).

Las interacciones beneficiosas entre plantas y microorganismos adquieren especial relevancia en
condiciones de estrés abiotico, como la limitacion de nutrientes, la sequia, el anegamiento, las

temperaturas extremas, la salinidad elevada o la presencia de contaminantes. Cuando las plantas
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atraviesan estas situaciones, pueden atraer desde el suelo circundante a microorganismos
promotores del crecimiento (PGPM) mediante la liberacién de sefiales quimicas, con el fin de
mejorar su capacidad de adaptacion frente a dichos estreses (Rolfe et al., 2019). Un ejemplo
destacado son los HMAs, que favorecen tanto el crecimiento como la tolerancia al estrés a través
de varios mecanismos: incrementan la disponibilidad de agua y nutrientes gracias a su red de hifas
y a la estimulacion del desarrollo de pelos radicales; regulan la conductividad hidraulica de las
raices mediante la modulacion de acuaporinas; contribuyen a mantener la turgencia celular a través
de ajustes osmoticos; y participan en la detoxificacion del exceso de especies reactivas de oxigeno

mediante enzimas antioxidantes en los tejidos vegetales (Le Pioufle, et al 2019; Begum, et al 2019).

Por otra parte, el microbioma asociado al sistema suelo-planta también puede actuar en procesos
de enfermedad, donde se perjudica el crecimiento y el desarrollo vegetal. En pasturas se han
reportado diversos hongos patdgenos, que también tienen un impacto significativo en cultivos y
ecosistemas naturales, entre ellos Pyrenophora tritici-repentis, causante de enfermedades en trigo
y pastos nativos; Fusarium graminearum, responsable del tizon de la espiga en trigo y cebada y
productor de micotoxinas carcinogénicas; Bipolaris sorokiniana, altamente adaptable y con amplia
variabilidad patogénica; y Colletotrichum graminicola, que provoca antracnosis en maiz, entre
otros (Karunarathna et al., 2021). Aunque no existen estimaciones directas de pérdidas en
pastizales naturales, se reconoce que estos patéogenos reducen la productividad en pasturas y
cultivos. Su dindmica esta influenciada por la baja diversidad vegetal, los rasgos funcionales de
las plantas, la fertilidad del suelo donde los suelos con alta disponibilidad de nutrientes favorecen
el establecimiento de patogenos, las condiciones climaticas y la estructura de la comunidad vegetal,
lo que determina la propagacién y severidad de enfermedades, con efectos particularmente

marcados en sistemas de monocultivo (Semchenko et al., 2021).

1.8 Metodologias de analisis del microbioma de suelos

El estudio de los microorganismos del suelo puede abordarse mediante una amplia gama de
metodologias, que van desde técnicas tradicionales hasta herramientas dmicas avanzadas. Cada
una de ellas presenta ventajas y limitaciones que condicionan el tipo de informacion obtenida y su
aplicabilidad. Los métodos clasicos basados en el cultivo en medios selectivos han sido el punto
de partida de la microbiologia, pero presentan limitaciones importantes: la gran mayoria de los
microorganismos del suelo no pueden cultivarse en condiciones de laboratorio, por lo que la
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diversidad real ha sido histéricamente subestimada. De hecho, existen avances en técnicas de
cultivo que buscan mejorar la recuperacion de microorganismos desde diferentes ambientes (Li et

al., 2023; Ji et al., 2024).

Otros métodos, como los perfiles fisiologicos (ej. sistema Biolog®), aportan informacion valiosa
sobre la respuesta de las comunidades microbianas a la disponibilidad de diferentes nutrientes
mediante el uso de diferentes fuentes de carbono acoplados a indicadores de crecimiento (Ge et
al., 2018). Por otro lado, la medicion de actividades enzimadticas permite evaluar el potencial
funcional de los microorganismos, a través de la medicion de los productos generados por la
actividad de alguna enzima en particular. Si bien estos ensayos no permiten caracterizar la
diversidad taxondmica, ofrecen una aproximacion a funciones ecologicas clave como la actividad
potencial de degradacién de compuestos organicos (de Almeida et al., 2015). Estos indicadores
bioldgicos tienden a ser mas sensibles a perturbaciones, por lo cual son utilizados para tener una
aproximacion a la calidad del suelo, asi como para evaluar el efecto de perturbaciones en este

ambiente (Alkorta et al., 2003; Hagmann et al., 2015).

A partir de los ultimos afios y con la disminuciéon de costos algunas técnicas basadas en
secuenciacion masiva como el metabarcoding, o perfilado taxondmico de comunidades, han
revolucionado el campo de la ecologia microbiana. Estas metodologias, dentro del campo de la
ecologia molecular, permiten identificar grupos microbianos a partir de marcadores genéticos
especificos, como el gen 16S rDNA en bacterias o la region intergénica ITS en hongos, entre otros
organismos del suelo (Valentini et al., 2009). Estas técnicas ofrecen rapidez, capacidad de procesar
multiples muestras y gran resolucion en la deteccion de variantes, aunque enfrentan problemas
derivados de sesgos en la extraccion y amplificacion de ADN, dificultades para distinguir
organismos vivos de muertos y alta dependencia con bases de datos especificas. Sin embargo, la
capacidad de detectar secuencias de microorganismos sin importar su fisiologia, distribucion o
caracteristicas particulares, han hecho que esta técnica sea el método de preferencia para el estudio
de estructura y diversidad de comunidades microbianas en diferentes ambientes (Semenov et al.,
2021; Labouyrie et al., 2023). Debido a esto, diferentes proyectos de impacto internacional utilizan
esta técnica para la caracterizacion de comunidades microbianas de suelo

(https://earthmicrobiome.org/; https://www.spun.earth/es; https://soilbon.org/).
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La secuenciacion shotgun o metagendmica, que secuencia todo el ADN presente en una muestra
sin enfocarse en un marcador especifico, ha revolucionado el estudio de los ecosistemas edaficos.
Este tipo de andlisis permite caracterizar de manera exhaustiva la diversidad microbiana y su papel
en los procesos biogeoquimicos que sostienen la fertilidad y la salud del suelo (Fierer et al., 2017).
La utilizacion de metagendmica comparativa permite evaluar estadisticamente cambios en la
abundancia relativa de genes funcionales, esta aproximacion ha sido utilizada para detectar
cambios en microbiomas de suelos muestreados en disefios experimentales comparativos (Fierer
et al., 2012). En este sentido, se ha establecido que los cambios en la abundancia de genes
funcionales, detectados a través de sus secuencias de ADN, correlacionan de manera lineal con
cambios en la actividad enzimatica que codifican (Trivedi et al., 2016). Esto da cuenta del potencial
de la metagendémica para revelar cambios en el potencial funcional de las comunidades

microbianas, con la ventaja de permitir comparar cambios en multiples funciones al mismo tiempo.

El campo de la bioinformatica ha avanzado de manera vertiginosa en los Ultimos afios,
desarrollando algoritmos que permiten inclusive recomponer genomas a partir de secuencias
metagendmicas (Qayyum et al., 2025). Esto representa un gran avance en la reconstruccion de
comunidades microbianas complejas, permitiendo la caracterizacion taxonémica y funcional de
microorganismos clave en diferentes procesos del suelo (Wu et al., 2022). A su vez, a través de
estas técnicas, se han identificado relaciones clave entre comunidades microbianas y funciones
ecoldgicas, como el ciclo del carbono y el nitrégeno, ademas de su resiliencia frente a
perturbaciones antrdpicas y climaticas (Delgado-Baquerizo et al., 2016; Jansson & Hofmockel,

2020).

En este sentido, estudios recientes han demostrado que las técnicas de secuenciaciébn masiva
posibilitan evaluar con alta resolucion los impactos del cambio en el uso del suelo y las practicas
agricolas sobre la estructura y estabilidad de las comunidades microbianas (Bahram et al., 2018;
Berkelmann et al., 2020). De este modo, la integraciéon de datos de secuenciacion masiva en la
ecologia microbiana de suelos no solo amplia nuestro entendimiento sobre los mecanismos que
determinan la capacidad funcional del suelo, sino que también proporcionan herramientas valiosas
para disefiar estrategias de manejo sostenible y mitigar los efectos del cambio global (Hartmann et

al., 2015; Louca et al., 2018).
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1.9 Objetivo general

Esta tesis tiene como objetivo general caracterizar el microbioma de los suelos en sistemas
agricolas y ganaderos sobre campo natural en Uruguay, a través del analisis de la composicion,
estructura y diversidad de comunidades bacterianas y fingicas en distintos sitios representativos
del pais. Se busca evaluar como varian estas comunidades a lo largo de un gradiente de
intensificacion en el uso del suelo, identificando patrones de cambio asociados a las practicas de
manejo. Asimismo, se propone analizar la diversidad funcional de los microorganismos del suelo,
con especial énfasis en la abundancia y distribucién de genes involucrados en el ciclado de

nutrientes esenciales para la productividad del sistema, tales como el carbono, nitrégeno y fosforo.

1.10 Objetivos especificos

[) Identificar los cambios en la composicion microbiana y en las funciones metabdlicas
asociados a la conversion de pastizales naturales en sistemas agricolas. Comparar la
estructura taxondémica, diversidad y potencial funcional del microbioma de suelos de
campo natural y agricultura en Uruguay (Capitulo 2).

IT) Evaluar las diferencias en la estructura taxonémica y la diversidad del microbioma de
suelos entre sistemas ganaderos sobre campo natural y sistemas ganaderos sobre campo
natural intensificado o pasturas implantadas. Identificar los cambios en la composicion de
comunidades microbianas asociados a los distintos manejos de intensificacion, que
incluyen la fertilizacién con nitrégeno y fosforo, la sobresiembra de leguminosas con
adicion de fosforo y la sustitucion por pasturas perennes (Capitulo 3).

IIT) Evaluar los cambios en el potencial funcional del microbioma del suelo asociados a los
ciclos del carbono, nitrégeno y fosforo a lo largo de un gradiente de intensificacion del uso
del campo natural que incluye sistemas ganaderos y agricolas. Identificar las funciones
metabolicas diferenciales vinculadas a la intensificacion del uso del suelo y su impacto
sobre los procesos biogeoquimicos esenciales para la sostenibilidad de los ecosistemas

pastoriles (Capitulo 4).
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CAPITULO II

Cambios en el microbioma del suelo
asociados al remplazo del campo natural
por rotaciones agricolas
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2. 1 Introduccion

Los pastizales templados son cruciales para el equilibrio ecoldgico y la productividad agricola, se
estima que en el pasado llegaron a cubrir alrededor del 8% de la superficie terrestre del planeta.
Sin embargo, actualmente solo cerca del 4,6% de estos pastizales se encuentra bajo proteccion.
Por lo tanto, se considera que este tipo de ecosistema es uno de los ambientes terrestres mas
alterados (Carbutt et al., 2017). En Uruguay, se ha registrado una pérdida neta de 0,9 millones de
hectareas de pastizales en el periodo comprendido entre 2001 y 2019 (Baeza et al., 2022). Factores
econdmicos y el aumento de los precios de los productos agricolas han impulsado la conversion
de pastizales nativos en tierras cultivables (Modernel et al., 2016). Este cambio en el uso del suelo
introduce practicas de manejo como el laboreo de suelos y la fertilizacion, que pueden alterar
dréasticamente el microbioma nativo del suelo. El microbioma del suelo es esencial para el ciclado
de nutrientes, la descomposicion de la materia orgéanica y la salud general del ecosistema (Sokol
et al., 2022), siendo la necromasa microbiana un componente clave en la dindmica del carbono del
suelo (Cotrufo et al., 2013). Sin embargo, aun se sabe poco sobre el impacto que tiene la sustitucion
de pastizales nativos sudamericanos por cultivos agricolas en el microbioma del suelo y su

capacidad para el reciclaje de nutrientes.

Los microbiomas del suelo son fundamentales en la dindmica del carbono organico del suelo
(COS), actuando como impulsores clave tanto en su proteccion como en su descomposicion. Estas
comunidades microbianas influyen en la formacion y estabilizacion del COS mediante diversos
mecanismos. Descomponen la materia organica, degradando compuestos complejos en formas
mas simples que pueden ser inmovilizadas por los propios microorganismos o asimiladas por
plantas y otros organismos del suelo, impulsando asi el ciclo de nutrientes y el flujo de energia en
los ecosistemas (Kistner et al., 2021). Se han descrito funciones distintas entre comunidades
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bacterianas y fingicas, donde las bacterias utilizan predominantemente restos vegetales ricos en
nitrégeno (Soares & Rousk, 2019). Por otra parte, la interaccion entre microorganismos y fauna
del suelo favorece la incorporacion de residuos orgéanicos en fracciones estables del COS (Ma et
al., 2022). La actividad microbiana también contribuye a la proteccion del COS mediante la
formacion de agregados, promovida por la produccion de proteinas anfipaticas, la precipitacion de
minerales y otras interacciones fisicas con la materia orgéanica, protegiendo asi el carbono de una
descomposicion rapida (Kravchenko et al., 2019; Philippot et al., 2023; Leifheit et al., 2014).
Ademas, la necromasa microbiana —una proporcion significativa del COS— desempefia un papel
critico en la formacion de MOAM, un componente clave del almacenamiento de carbono a largo
plazo en los suelos (Li et al., 2024; Buckeridge et al., 2020). A pesar de estos avances, los
mecanismos mediante los cuales las practicas agricolas influyen sobre la diversidad microbiana,
la formacion y el reciclaje de necromasa, y el control microbiano sobre la formacion de la MOS
siguen sin comprenderse completamente, lo que dificulta predecir los efectos del cambio en el uso
del suelo sobre la salud del suelo y la productividad agricola (Delgado-Baquerizo et al., 2020; Das
et al., 2024). Superar estas brechas de conocimiento es esencial para avanzar hacia un manejo

sostenible del suelo y mantener los servicios ecosistémicos.

Los avances metodologicos en tecnologias de secuenciacion y bioinformatica ofrecen un conjunto
de herramientas para el andlisis en profundidad de estas comunidades complejas, evitando los
sesgos generados por las técnicas de cultivo (Fierer, 2017). Se pueden utilizar distintos enfoques
para analizar la estructura y el potencial funcional de los microbiomas del suelo. A través de la
secuenciacion de amplicones dirigidos, como el gen 16S rRNA para bacterias y la region ITS para
hongos, es posible dilucidar la composicion y diversidad de estas comunidades con alta
especificidad (Labouyrie et al., 2023; Mikryukov et al., 2023). Ademads, mediante la secuenciacion
metagenomica shotgun es posible capturar el repertorio genético completo del microbioma del
suelo, lo cual permite identificar y cuantificar genes funcionales, tales como aquellos que codifican
enzimas activas sobre carbohidratos (CAZymes). El anélisis comparativo del microbioma puede
revelar cambios pasados por alto en componentes microbianos que contribuyen a la formacion y

el reciclaje de necromasa microbiana como resultado del cambio en el uso del suelo.

En este capitulo, comparamos comunidades microbianas del suelo de cuatro predios productivos

en Uruguay, que han sido sometidos a rotaciones agricolas durante al menos una década, con
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pastizales nativos adyacentes bajo pastoreo. Uruguay estd cubierto por pastizales nativos, que aun
representan cerca del 50% del territorio, pero que han sido rapidamente reemplazados en las
ultimas décadas por otros usos del suelo como los cultivos agricolas. Utilizando secuenciacion
metagendmica, caracterizamos la diversidad y los atributos funcionales de comunidades
bacterianas y fingicas, con un enfoque particular en sus roles en los ciclos del carbono, nitrégeno
y fosforo. Para comprender la contribucion microbiana a la formacion de COS, se evaluaron
especificamente los rasgos de reciclaje de necromasa microbiana mediante la deteccion y
cuantificacion de genes que codifican enzimas que actiian exclusivamente sobre peptidoglicano
y/o quitina. Este capitulo busca contribuir a cerrar la brecha de conocimiento en ecologia
microbiana del suelo en relacion con los impactos a largo plazo de las rotaciones agricolas sobre
las comunidades microbianas del suelo, ofreciendo informaciéon que puede guiar practicas de
manejo sostenible para preservar la salud del suelo y garantizar la productividad agricola a largo

plazo.

2.2 Metodologia

Uruguay es un pais situado en la zona templada de Sudamérica, se caracteriza por sus llanuras
onduladas y sus suelos fértiles, con un clima propicio para extensos ecosistemas de pastizales.
Estas praderas, conocidas localmente como "pampas" o “campos”, estan dentro de los
denominados Pastizales del Rio de la Plata (Soriano et al., 1991), y son un rasgo predominante del
paisaje uruguayo cubriendo todo su territorio. Los suelos de los Pastizales del Rio de la Plata son
principalmente Molisoles, conocidos por un horizonte superficial rico en materia orgénica, que
contribuye a su alta fertilidad y los convierte en algunos de los suelos agricolas mas productivos
del mundo (Durén et al., 2011). El clima de Uruguay se clasifica como subtropical humedo, con
veranos calidos, inviernos frescos y precipitaciones relativamente uniformes a lo largo del afio,
condiciones que historicamente han sustentado tanto los ecosistemas de pastizales naturales como

la productividad agricola (Gutiérrez et al., 2020).

Los pastizales de Uruguay han estado sometidos a actividades agricolas extensivas, con pastoreo
de ganado a largo plazo y rotaciones agricolas (forestaciones y cultivos) que han alterado
significativamente sus propiedades edaficas y comunidades biologicas. Los pastizales nativos

estan dominados por especies como las herbaceas Paspalum notatum y Stipa, estos pastizales
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naturales albergan una flora diversa que esta adaptada a las condiciones climaticas y edaficas
locales (Rodriguez et al., 2003). El ecosistema de pastizales nativos sustenta una variada fauna y
sirve como recurso natural para el pastoreo de ganado, que es un componente tradicional de la
cultura y la economia uruguayas (Jaurena et al., 2021). Las rotaciones agricolas en Uruguay suelen
incluir una secuencia de cultivos de verano como la soja (Glycine max) y el maiz (Zea mays),
seguidos de cultivos de invierno como el trigo (7riticum aestivum) y la cebada (Hordeum vulgare).
Los cultivos suelen abonarse con nitrégeno, en forma de urea, y fosforo. Estas rotaciones suelen
incluir periodos en los que la tierra se deja en barbecho o se utiliza para el pastoreo del ganado,
integrando los sistemas de produccion agricola y ganadera (Modernel et al., 2019). Esta mezcla de
agricultura y ganaderia, conocida como agricultura mixta, ha moldeado el uso de la tierra y el
manejo de los recursos edaficos en Uruguay (Garcia-Préchac et al., 2022), donde las tierras de
cultivo suelen encontrarse cerca de praderas nativas pastoreadas por ganado, bajo suelos similares,

y s6lo separadas por cercos.

2.2.1 Muestreo de suelos y extraccion de ADN

Los sitios fueron muestreados durante otofio y primavera de 2020 y 2021. Seleccionamos cuatro
potrerosde diferentes establecimientos agropecuarios en la region agricola de Uruguay con una
historia de al menos diez afios de rotaciones agricolas, que tuvieran potreros adyacentes con
pastizales naturales pastoreados por el ganado. Los sitios muestreados estan ubicados en el oeste
de Uruguay (Figura Suplementaria S1), que se considera la principal region agricola del pais,
abarcando cuatro departamentos (Florida, Soriano, San Jos¢ y Salto). En cada potrero, se delimitd
un area de 20 por 20 metros dentro del potrero con pastizales y del potrero adyacente con
rotaciones agricolas, separados por un alambrado. Previo al muestreo se tomaron muestras con
calador para comprobar la similitud entre los suelos (profundidad de los horizontes, colores, etc.)
y se evitaron las zonas de descanso de animales o de compactacion por maquinaria. También se
realizaron andlisis de la textura del suelo y de los nutrientes para comprobar que los suelos eran
comparables (Tabla suplementaria S1). Para hacer una muestra compuesta en cada parcela de uso
del suelo se utilizd6 un calador tomando aleatoriamente 10 testigos de suelo de 15 cm de
profundidad, dentro de la zona delimitada. Se obtuvieron tres muestras compuestas por cada lugar
y uso del suelo muestreado, lo que supuso un total de 24 muestras compuestas. El suelo se conservo

a ~4 °C para su transporte al laboratorio y se mantuvo a -20 °C hasta su posterior procesamiento.
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Las muestras compuestas de suelo se secaron al aire a temperatura ambiente durante 4 dias. A
continuacion, se trituraron con un mortero de tierra manual y se mezclaron. Las muestras molidas
se tamizaron con una malla de 2 mm para eliminar los restos vegetales y otros componentes de
mayor tamafio que no eran particulas de suelo. Las muestras de suelo molidas y tamizadas se
mezclaron nuevamente y se procesaron para la extraccion de ADN, que se realiz6 utilizando el kit
PowerSoil Lyzer (Qiagen). Se utilizaron 300 mg de cada muestra de suelo y se siguieron las
instrucciones del fabricante utilizando un método combinado mecénico y quimico para lisar las
c€lulas bacterianas y fungicas. Para lograr la ruptura mecanica de las células se utiliz6 un ciclo en

el equipo FastPrep-24 5G (MP Biomedicals) a 6 m/s durante 40 segundos.

La calidad de las extracciones de ADN se comprobo mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,5%. La cuantificacion del ADN se realizd con un fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen). Se
generaron pools equimolares de extracciones de ADN del mismo lugar y uso del suelo para la
secuenciacion shotgun, mientras que se utilizaron diluciones de muestras de ADN total para la
secuenciacion de marcadores moleculares bacterianos y fungicos en las instalaciones de BGI
Americas (San José, EE.UU.). La secuenciacion se realizo con la tecnologia DNBseq utilizando
lecturas pareadas de 100 pb de longitud para las muestras metagenémica shotgun, obteniéndose
12,04 £ 0,03 Gb de datos crudos por muestra. Por otra parte, para el analisis de comunidades
bacterianas se generaron lecturas de 300 pb de longitud para las regiones V3-V4 de los genes 16S
rRNA, obteniéndose 78673+4230 lecturas pareadas por muestra. Para el analisis de las
comunidades fingicas, se amplifico la region ITS1 con los cebadores ITS1f-ITS2 y se secuencid

obteniendo 67765 £ 933 lecturas pareadas por muestra.

2.2.2 Analisis de las comunidades bacterianas

Las secuencias crudas se sometieron a un filtrado de calidad, se dereplicaron y se resolvieron las
Amplicon Sequence Variants (ASV) mediante el paquete de R DADA2 (v1.26.0) (Callahan et
al., 2016). Para comparar secuencias y asignar taxonomia a las ASV se utiliz6 la base de datos
SILVA-138 (Quast et al., 2012). A continuacion, se utilizo el paquete de R Phyloseq (v1.5.0)
para continuar con el andlisis a partir de la tabla de recuentos obtenida (McMurdie & Holmes,
2013). Brevemente, las tablas de conteo de ASVs se filtraron para obtener ASVs presentes en al
menos el 10% de las muestras y se clasificaron en los 10 phyla mas abundantes. La diversidad alfa

se calculé como una medida de las ASV observadas en cada muestra, para detectar diferencias
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estadisticas se utiliz6 el método ANOV A unidireccional con una prueba T post-hoc y se visualizd
con el paquete de R ggplot2 (v3.5.2) (Wickham, 2016). Para el analisis de la diversidad beta,
se calcul6 el indice de disimilitud de Bray-Curtis a partir de los perfiles normalizados de las
comunidades. Se utilizé el analisis multivariado permutacional de la varianza (PERMANOVA),
implementado en la funciéon adonis del paquete vegan, para comprobar las diferencias en la
distribucion de los taxones bacterianos de las distintas muestras (Dixon, 2003). Posteriormente, un
andlisis de escalado multidimensional no métrico (NMDS) permiti6 visualizar la agrupacion de
las muestras en un espacio bidimensional, y se ajustaron los metadatos ambientales utilizando el
paquete vegan (v2.6-8). El analisis del microbioma core se realiz6 mediante el paquete de R

Microbiome (Lahti et al., 2014).

Para detectar la abundancia diferencial de ASV para cada tratamiento de uso del suelo, se utilizaron
modelos lineales generalizados, implementados en el paquete Maaslin2 (v1.22.0) (Mallick
et al., 2021). Los datos del microbioma a nivel de género se transformaron para tener en cuenta el
sesgo composicional de los datos de secuenciacion, esto se realizé utilizando la transformacion
log-ratio centrada (CLR). El lugar de muestreo, el pH del suelo y la temporada de muestreo se

utilizaron como variables de efecto aleatorio en este analisis.

2.2.3 Analisis de las comunidades fungicas

El anélisis de ITS fue similar al de 16S, pero con algunas variaciones para los marcadores
moleculares especificos de hongos. Las secuencias se filtraron, desreplicaron y las ASV se
resolvieron utilizando el paquete DADA2 (v1.26.0) (Callahan et al., 2016). En este caso utilizo
la base de datos UNITE para comparar secuencias y asignar taxonomia a las ASV (Abarenkov et
al., 2024). Tras la creacion de la tabla de recuento de ASV se utilizd el paquete Phyloseq
(v1.5.0) para continuar con ¢l analisis de las comunidades aguas abajo (McMurdie & Holmes,
2013). Las medidas de diversidad alfa para cada muestra se calcularon a través de los ASV
observados, con un umbral de prevalencia minimo del 10% y transformados a recuentos por millon
teniendo en cuenta las variaciones de profundidad de secuenciacién. Para el analisis de la
diversidad beta solo se utilizaron las ASV clasificadas en los 10 filos mas abundantes. Se utiliz6
un analisis de escalado multidimensional no métrico para visualizar la ordenacion de las muestras

en un espacio bidimensional, los metadatos ambientales se ajustaron utilizando la funcion envfit
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del paquete vegan (v2.6-8) (Dixon, 2003), el grafico construido se visualizo con el paquete de
R ggplot2 (v3.5.2). Para detectar diferencias significativas entre la distribucion de especies
obtenidas de comunidades fungicas de diferentes usos del suelo, se implementd un analisis
multivariado permutacional de varianzas utilizando la funcién adonis con la matriz de distancias

Bray-Curtis.

Con el fin de detectar la abundancia diferencial de taxones para cada uso del suelo, primero se
colapsaron las tablas de ASV en tablas de conteo a nivel de género, luego aplicamos el analisis de
modelos lineales generalizados, implementado en el paquete Maaslin2 (v1.22.0) (Mallick et
al., 2021). Los datos del microbioma se transformaron para tener en cuenta el sesgo composicional
de los datos de secuenciacion, esta transformacion se realiz6 utilizando el método de log-ratio
centrado (CLR). El lugar de muestreo, el pH y la estacion de muestreo se indicaron como variables
de efecto aleatorio. Ademas, los géneros fungicos detectados se clasificaron en gremios utilizando
el software FUNGuild (v1.1). Este software utiliza referencias bibliograficas de diferentes
géneros y los clasifica en gremios fingicos en funcion de su modo tréfico y utilizacion del sustrato
(Nguyen et al., 2016). Las tablas de abundancia de los modos tréficos fueron colapsadas y se
utilizaron Modelos Lineales Generalizados implementados en el paquete Maaslin2 (v1.22.90)
para detectar diferencias en la abundancia entre los diferentes usos del suelo, como se explicd

anteriormente.

2.2.4 Analisis de metagenomas shotgun

Se realiz6 un analisis metagendmico shotgun para evaluar la presencia de enzimas relacionadas
con los ciclos del carbono, el nitrogeno y el fosforo. También se utilizaron estos datos para detectar
y cuantificar la presencia de bacteriofagos como elementos del microbioma vinculados a la
formacion de necromasa bacteriana. Se secuenciaron metagenomas shotgun a partir de un conjunto
de tres muestras de ADN en cantidades equimolares obtenidas para cada lugar y tratamiento. Las
lecturas crudas se filtraron utilizando el software Trimmomatic (v@.29) con las opciones
SLIDINGWINDOW:10:20 LEADING:25 TRAILING:25 MINLEN:75 (Bolger et al., 2014). Las
lecturas pareadas obtenidas se utilizaron como entrada para el software Megahit (v1.2.9), con

las opciones preestablecidas -meta_large, para ensamblar las lecturas en contigs (Li et al., 2015).
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La calidad del ensamblaje se comprobo con el software metaQUAST (v5.3.0) (Mikheenko et al.,
2016).

La caracterizacion funcional de los microbiomas de suelo de las diferentes muestras se implemento
en un pipeline customizado. En primer lugar, se predijeron los ORF metagenomicos utilizando el
software Prodigal (v2.6.3) (Hyatt et al.,, 2010). Para detectar enzimas activas en
carbohidratos (CAZymes) que son responsables del ensamblaje, descomposicion y modificacion
de carbohidratos y glicoconjugados, se utilizo el software dbCAN-seq, que depende de una base
de datos actualizada de modelos ocultos de Markov de familias de CAZymes para comparar con
los ORFs anotados (Zheng et al., 2023). Luego de esto, se utilizo el software MMseqs2 para
agrupar ORF idénticos y obtener un catalogo de genes de CAZymes dereplicadas (Steinegger &
So6ding, 2017). Posteriormente, se utilizo el software MMseqs2 para mapear las lecturas de cada
muestra contra el catalogo de genes CAZYmes generado. Estas abundancias especificas de genes
codificantes de CAZYmes se normalizaron con los tamafios totales de las bibliotecas y el largo del
ORF y se expresaron en FPKM para cada gen y muestra. Las tablas de abundancia de CAZymes
se utilizaron para calcular el indice de Shannon con ¢l paquete vegan (v2.6-8) (Dixon, 2003),
como medida de la diversidad alfa. Ademas, las familias de CAZymas degradativas con
abundancias diferenciales detectadas entre usos del suelo se utilizaron para el mapeo de sustratos

utilizando la informacion disponible en Zheng, et al. (2023).

Por otra parte, se 2utiliz6 un enfoque similar de catdlogo de genes para cuantificar los genes
vinculados al ciclo del nitrogeno. Se utilizé la base de datos NCycdb con el software diamond
(v2.1.2) para detectar genes relevantes para el ciclo del nitrogeno con un E-value de 10e” y
valores limite de inclusion del 70 % de identidad y cobertura de la secuencia query (Tu et al.,
2019). Luego se utilizo MMseqs2 para dereplicar y mapear las lecturas filtradas contra el catalogo
de genes. Se utiliz6 el software R para obtener la abundancia normalizada de cada gen, que se
resumié en una tabla de recuento expresada en FPKM. Posteriormente, se utilizd el software
Maaslin2 (v1.22.0) para detectar abundancias diferenciales para cada gen entre muestras de
diferentes usos del suelo (Mallick et al., 2021), utilizando un umbral de FDR de 0,25 y ajustando

los valores p con el método Benjamini-Hochberg.
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Ademas, se utilizo6 la base de datos PCycdb para detectar y cuantificar los genes implicados en el
ciclo del fosforo. Se utilizaron los ORFs detectados por Prodigal (v2.6.3) (Hyattetal., 2010)
como entrada y se compararon contra PCycdb utilizando el software diamond (Zeng et al., 2022).
Los valores limite de filtrado utilizados fueron 10e e-value y 70% de identidad y cobertura de la
secuencia guery. Después, se utilizaron los mismos pipelines personalizados para mapear lecturas
y cuantificar la variacion de FPKM a través de las diferentes muestras. En este caso, las
abundancias diferenciales se detectaron utilizando el software Maaslin2 (v1.22.0) (Mallick
et al., 2021). Los genes diferencialmente abundantes se agruparon en los procesos metabolicos
descritos en las bases de datos y se visualizaron utilizando el paquete ggplot2 (v3.5.2)
(Wickham, 2016). Para la deteccion de contigs de fagos se utilizo el software PhaBOX (Shang et
al., 2023), disefiado para la deteccion y clasificacion de secuencias derivadas de fagos. Las
abundancias de contigs se obtuvieron mapeando lecturas metagendmicas filtradas con el software
MMseqs2 contra contigs de fagos. El nimero de lecturas mapeadas se normalizé por la longitud

del contig y el total de lecturas generadas para cada biblioteca metagendmica.

2.3 Resultados

2.3.1. Analisis de las comunidades fingicas

En este analisis detectamos una notable disminucion de la diversidad fingica en las rotaciones
agricolas en comparacion con el campo natural (Figura 2.1, Panel B). La secuenciacion de la region
ITS1 revel6 un total de 1715 ASV flngicas, con un micobioma core dominado por Fusarium spp.
(Figura Suplementaria S2) que refleja el dominio general del filo Ascomycota en estos ecosistemas,
seguido por los filos Basidiomycota y Mortierellomycota (Figura 2.1, Panel A). Los patrones de
diversidad beta, representados mediante el analisis NMDS, distinguieron ain mas entre las
comunidades fungicas de diferentes usos del suelo, con una separacion clara a lo largo del eje
NMDSI, el cual correlaciona con las variaciones de carbono organico del suelo (SOC) y contenido
de fosforo disponible (Figura 2.1, Panel C). Esta distincion es indicativa del impacto
medioambiental en la estructura de la comunidad fingica, con practicas agricolas que conducen a
una composicion microbiana distinta. Ademads, nuestro andlisis identificod 22 géneros fingicos

significativamente asociados con las comunidades de pastizales naturales, incluyendo géneros
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como Cephaliophora y Collarina, que mostraron los cambios de abundancia més pronunciados

(Figura 2.1, Panel D).
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Figura 2.1. Diversidad y estructura de las comunidades fungicas en campo natural y suelos agricolas. Panel A:
Abundancias relativas de los diez Phylum fungicos mas abundantes en rotaciones agricolas (RA) frente a pastizales
naturales (NG) para cada sitio. Panel B: Boxplots de diversidad alfa de las comunidades fungicas, mostrando la riqueza
de géneros observada. El grafico de barras ilustra una pérdida comparativa de diversidad fingica en AR frente a NG.
Panel C: Diversidad Beta de las comunidades fingicas representada por un grafico NMDS, destacando la clara
separacion de las comunidades microbianas segun el uso del suelo. El grafico demuestra diferencias significativas en
la composicion y abundancia de ASV entre las muestras AR y NG. Panel D: Abundancias diferenciales de géneros
fangicos entre usos del suelo, los graficos de barras apilados muestran géneros significativamente asociados con las
comunidades de suelo NG (rojo) o AR (azul), los cambios entre usos del suelo se expresan como el logaritmo del
cambio entre usos del suelo (log2FC). Las clasificaciones taxondmicas inciertas a nivel de género se indican como

gen_Inc sed.

Por el contrario, géneros como Alternaria y Stemphilium se asociaron significativamente con
suelos agricolas, sugiriendo condiciones del suelo que favorecen a los patotrofos (FDR<O0,15)
(Figura Suplementaria S4). Por el contrario, los pastizales naturales mostraron una tendencia no

significativa con una mayor abundancia relativa de géneros simbidtrofos (FDR<0,15). Este cambio
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en la composicion y diversidad de la comunidad fungica subraya la profunda influencia de las

practicas de gestion agricola en las comunidades fungicas del suelo.

2.3.2. Estructura y diversidad de las comunidades bacterianas

A diferencia de las comunidades fungicas, no pudimos detectar diferencias en la riqueza de ASV
bacterianas ni en los indices de diversidad alfa entre los distintos usos del suelo, aunque
encontramos grandes diferencias en la composicion e identidad de las comunidades bacterianas en
los pastizales naturales en comparacion con las tierras de cultivo (Figura 2.2, Panel B). Hubo una
mayor riqueza bacteriana global en comparacion con las ASV de hongos, ya que las comunidades
bacterianas de los suelos naturales y agricolas detectaron un total de 2.941 ASV bacterianas dentro
de los 10 filos méds dominantes (Figura 2.2, Panel A). Sorprendentemente, el microbioma central,
formado por 38 taxones presentes en todas las muestras, era rico en géneros como Bradyrhizobium,
Streptomyces 'y Bacillus, reconocidos por su papel beneficioso en el funcionamiento de los
ecosistemas (Figura suplementaria S3). Sin embargo, las evaluaciones de diversidad beta indicaron
pronunciadas disimilitudes en la composicion de la comunidad bacteriana, con la ordenacion
NMDS separando los perfiles bacterianos de las rotaciones agricolas de los suelos de pastizales
naturales. Los factores ambientales, incluyendo el contenido de fosforo del suelo y la humedad
relativa, fueron identificados como influyentes en la estructuracion de estas comunidades, lo que
sugiere que las practicas de uso del suelo remodelan la biodiversidad bacteriana con implicaciones
potenciales para los servicios de los ecosistemas (Figura 2, Panel C). Al centrarnos en los géneros
bacterianos, se encontrd6 que 58 de ellos estaban significativamente asociados con pastizales
naturales o rotaciones agricolas (FDR<O0,15). Entre ellos, los géneros pertenecientes al orden
Azospirillales, Bacillus y Candidatus Udaeobacter, conocidos por su papel en el ciclado de
nutrientes y reciclado de necromasa microbiana, fueron mas abundantes en muestras de campo
natural. En cambio, géneros como Microlunatus, Methylocystis y Rubrobacter fueron mas
frecuentes en los suelos agricolas, lo que indica un posible cambio en las funciones del suelo

debido a la gestion agricola, como la fertilizacion (Figura 2, Panel D).
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Figura 2.2. Composicion y diversidad beta de las comunidades bacterianas en pastizales y suelos agricolas. A)
Abundancias relativas de los diez Phylum bacterianos mas abundantes en suelos agricolas (AR) frente a pastizales
naturales (NG). B) Grafico de cajas de diversidad alfa de las comunidades bacterianas, mostrando la riqueza ASV
observada en NG frente a AR. C) Analisis de ordenacion NMDS de las comunidades bacterianas y sus variables
ambientales asociadas. D) Abundancia diferencial de géneros bacterianos entre usos del suelo, con un grafico de barras
apiladas que muestra los géneros significativamente asociados con las comunidades del suelo NG o AR, los cambios
entre usos del suelo se expresan como el logaritmo del cambio en ambos usos (log2FC).

2.3.3. Analisis funcional de metagenomas

Nuestro analisis de genes funcionales en los metagenomas de suelo, utilizando secuenciacion
shotgun, mostrd diferencias significativas en la abundancia de genes vinculados a procesos
mediados por el microbioma del suelo en rotaciones agricolas comparados con los pastizales
naturales (Figura 3). En el caso de las enzimas relacionadas con el carbono, pudimos observar que
no hay cambios en las medidas de diversidad alfa de las CAZymes en suelos bajo diferentes usos
de la tierra. Sin embargo, pudimos revelar que el cambio de uso del suelo genera un patron de
abundancias diferente de familias de CAZymes, lo cual conlleva a cambios significativos en los
genes que codifican enzimas que se encuentran en mayor abundancia en uno de los tratamientos
(FDR<0,25) (Figura 3A). En concreto, 64 familias de CAZYmes se encontraron en mayor

abundancia en las comunidades de pastizales, lo que subraya un robusto conjunto de herramientas
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enzimaticas para la biotransformacion de carbohidratos complejos. De hecho, un subconjunto de
estas enzimas, incluyendo 38 glucdsido hidrolasas (GH), 3 carboxilesterasas (CE) y 3 polisacarido
liasas (PL), juegan un papel importante en la descomposicion de polisacaridos complejos,

componentes de la pared celular y otros componentes criticos de la materia orgénica.

En el caso de las rotaciones agricolas, 55 familias de CAZymes fueron significativamente mas
abundantes en comparacion con los suelos de campo natural. Esto incluy6 36 GHs, 1 CEy 1 PL,
que estan implicadas en la degradacion de polimeros de carbono complejos. El analisis de sustratos
enzimaticos permitid dilucidar que, aunque existe un cambio importante en las familias de enzimas
predominantes, los polimeros de carbono que utilizan como sustrato se conservan en general en
ambos usos del suelo, lo que puede considerarse una forma de redundancia funcional (Figura 3B).
Cuando nos centramos en los rasgos del microbioma relacionados con la necromasa microbiana,
detectamos que los suelos de pastizal tienen una abundancia significativamente mayor de contigs
derivados de bacteridfagos, que juegan un papel importante en la dinamica de la comunidad
bacteriana como impulsores de la formacion de necromasa bacteriana (Figura Suplementaria S5).
Ademas, detectamos que la abundancia relativa acumulada de genes que codifican enzimas que
utilizan peptidoglicano o quitina como sustrato es significativamente mayor en las comunidades
microbianas obtenidas de NG (Figura 3C), estos resultados dan evidencia sobre los cambios
potenciales en la dinamica del carbono en relacion con la necromasa microbiana a partir el cambio

de uso del suelo.
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Figura 2.3. Analisis de genes funcionales en metagenomas de suelo. A) Diagrama de volcan que muestra las
abundancias diferenciales de las familias CAZyme a través de las comunidades microbianas, los puntos en rojo
representan las familias CAZyme con abundancia diferencial en AR, mientras que los puntos en azul representan las
familias CAZyme significativamente mas abundantes en NG (FDR<0.25). B) Analisis de sustratos de las familias de
enzimas con abundancia diferencial en rotaciones agricolas (Azul) y campo natural (Rojo). C) Grafico de cajas con la
abundancia relativa de todas las enzimas degradadoras de Peptidoglicano y quitina. D) Gréfico de barras del tamafio
del efecto de los genes del ciclo del nitrégeno con abundancia diferencial en comunidades microbianas en rotaciones
agricolas (RA) y praderas naturales (NG) (FDR<0.25). E) Diagrama de barras del tamafio de efecto de los genes del
metabolismo del fosforo con abundancia diferencial (FDR>0,25) en diferentes usos del suelo. Los tamafios de efecto
positivos se muestran para AR mientras que los valores negativos son para NG.

Ademés, nuestros analisis muestran una marcada disminucion de la abundancia de algunos genes
que codifican enzimas implicadas en el ciclo del nitrogeno en suelos agricolas (Figura 3D).
Dieciocho genes implicados en diferentes procesos del ciclo del nitrégeno presentaron una mayor
abundancia en los suelos NG, mientras que sélo dos se vieron favorecidos en las rotaciones
agricolas. Los genes implicados en la reduccion de nitratos a nitrito, la fijacion de nitrégeno y la
desnitrificacién, como nirB, nifH y nirS, fueron mas abundantes en los suelos de pastizales, lo que
indica un potencial de ciclado del nitrégeno que podria contribuir a la alta disponibilidad de este

nutriente en suelos de campo natural. Este resultado sugiere que los pastizales naturales poseen
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una comunidad microbiana capaz de participar en el ciclo de nutrientes nitrogenados, lo cual es
esencial para sostener el crecimiento de las plantas y la fertilidad del suelo. Sin embargo, la siembra
y el manejo sucesivo de cultivos anuales han mermado estas capacidades, lo que podria afectar al

rendimiento de los cultivos en ausencia de aportes externos de N.

Paralelamente, el estudio del metabolismo del fosforo desveld una abundancia diferencial de genes
implicados en el ciclo del fosforo entre los pastizales naturales y los suelos agricolas. Veinte genes
fueron significativamente mas abundantes en NG, mientras que s6lo siete fueron mas abundantes
en AR (Figura 3E). Los genes relacionados con el metabolismo del fosfonato y el fosfinato,
incluyendo la C-P liasa phnK y el transportador phnT, fueron significativamente mas abundantes
en pastizales naturales. Aparte de eso, pudimos detectar un cambio en el metabolismo del fosforo
organico que incluye genes del metabolismo de la purina, la pirimidina y el piruvato. También
hubo una diferencia en los transportadores, donde se detectaron cinco genes diferencialmente
abundantes en NG, mientras que solo pstC fue mas abundante en AR. Esta abundancia refleja una
capacidad diversificada de absorcion de fosforo, facilitando potencialmente una utilizacion y
reciclaje més eficientes del fosforo en los suelos de pastizales. Una comprension tan completa de
los mecanismos del ciclo del fosforo subraya el papel critico de las comunidades microbianas en
el mantenimiento del equilibrio de nutrientes esenciales, destacando ademas el impacto del uso de

la tierra en el potencial funcional de los microbiomas del suelo.

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 39



Nitrogen fixation C polymers degradation GH, CE, PL

C polymers degradation GH, CE,PL
T ’l;mu g \ \ Phosphorus
Microbial &% N\ i dy‘::uouum ( I \xE transporter
Necromass ™ , <A . Aoiniiium \ 3 pstC
formation \ X
viral shunt ; Fungal Microlunatus Fungal
s s Denitrification Rubrobacter Pathotrophs
Vi - ymbiotrophs X nirS Nirosok
Microbial Necromass Sebacinales NI, i nrospira Alternaria
recycling Pezizales Stemphylium
GH23, GH102, Podospora Clonostachys
GH103, GHI72
Ca. Udacobacter
Phosponates Phosphorus
Metabolism transporters
phnK ugpC, phnT, pstS

P content
SOC content

Figura 2.4. Representacion esquematica de las principales diferencias obtenidas al comparar los datos del microbioma
de praderas naturales y rotaciones agricolas. Los rasgos microbianos implicados en diferentes procesos del suelo, que
son significativamente mas abundantes bajo cada uso del suelo, se describen bajo la superficie del suelo para cada
rotacion. Los procesos mediados por microorganismos y los gremios fingicos se muestran en negrita, mientras que el
género microbiano y los genes funcionales implicados se muestran en cursiva. Los procesos del ciclo del carbono se
muestran en azul, los del nitrégeno en verde y los del fésforo en rojo.

2.4 Discusion

La sustitucion de pastizales por rotaciones agricolas ejerce una influencia significativa en multiples
procesos ecologicos (Figura 4). Estos efectos pueden atribuirse a distintas practicas de manejo,
como la sustitucion de diversas especies vegetales autoctonas por monocultivos exoticos, la
introduccion del laboreo del suelo o también a alteraciones inducidas por cambios en la utilizacion
de insumos, como el uso de herbicidas, fungicidas y fertilizantes. Encontramos una fuerte
disminucion de la diversidad fungica en las rotaciones agricolas, que puede explicarse por el uso

intensivo de fungicidas que se aplican a los cultivos y semillas para controlar los hongos patogenos
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en los sistemas agricolas de Uruguay (Palladino et al., 2023; Ernst et al., 2018). Se ha reportado
que la diversidad fingica del suelo es importante para mantener la estabilidad del ecosistema y la
productividad de las plantas a escala global (Liu et al., 2022). Existen pruebas sobre el fuerte
impacto de diferentes fungicidas en la diversidad, la estructura y el funcionamiento del
microbioma del suelo (Han et al., 2022; Ma et al., 2022). Ademas, en un articulo reciente se
demostro que la adicion combinada y tnica de pesticidas afectaba negativamente a las tasas de
descomposicion de broza en microcosmos de suelo (Meidl et al., 2024). Aparte de esto, al agrupar
los géneros fungicos por modos troficos, detectamos un aumento de la abundancia relativa de
patotrofos y un descenso de simbidtrofos en suelos agricolas. Este efecto también ha sido
observado en otros estudios y ha sido fuertemente vinculado a la fertilizaciéon fosfatada y
nitrogenada (Lekberg et al., 2021), que son parte de los insumos externos en las rotaciones
agricolas de nuestro pais. De hecho, la reduccion de la fertilizacion nitrogenada ha sido propuesta
como un mecanismo de prevencion de enfermedades de las plantas basado en los efectos de este
tipo de fertilizacion sobre la fisiologia de las plantas y las comunidades fingicas del suelo (Bi et
al., 2022; Shen et al., 2022). En contraste, no observamos una disminucion de la diversidad
bacteriana en los suelos de rotaciones argicolas, pero las comunidades bacterianas fueron muy
disimiles bajo ambos usos del suelo estudiados. Pudimos detectar un descenso en la abundancia
de géneros emblematicos como Bacillus y Streptomyces en suelos agricolas, cuya diversidad
metabdlica y genética ha sido estudiada desde hace tiempo. Bacillus se ha relacionado con la
fijacion de nitrégeno en la rizosfera de los cultivos, asi como con la solubilizaciéon de P, la
produccién de fitohormonas e incluso el control de hongos e insectos patogenos, proporcionando
una importante cantidad de servicios ecosistémicos que podrian mejorar la productividad de las

plantas (Saxena et al., 2020)

Otro género importante cuya abundancia relativa ha disminuido en las rotaciones agricolas es Ca.
Udaeobacter, que se ha descrito como un heterétrofo del suelo de tamafio genomico reducido y
con multiples auxotrofias (Brewer et al., 2016). Se ha propuesto que esta bacteria ubicua del suelo
adquiere aminoacidos y vitaminas esenciales a partir de la absorcién de metabolitos microbianos
disponibles en el suelo (Willms et al., 2020), un proceso vinculado al reciclaje de necromasa
microbiana, que es muy importante para la estabilizacion del carbono. La necromasa microbiana
es una fraccion importante del carbono del suelo que contribuye a la fraccion de materia organica

asociada a minerales, representando hasta la mitad de su contenido en carbono (Chang et al., 2024).
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También pudimos detectar que la abundancia de bacteri6fagos en los metagenomas de NG es
mayor que en sus homologos agricolas. Los virus bacterianos se han descrito como los principales
contribuyentes a la liberacion de C y metabolitos microbianos facilmente disponibles en un
proceso denominado "desvio viral" que puede tener diferentes efectos en la dinamica del SOC
(Kuzyakov & Mason-Jones, 2018; Wang et al.,, 2021; Wu et al., 2024). Las vias de muerte
microbiana se han descrito recientemente como importantes impulsores de la composicion de la
necromasa microbiana (Camenzind et al., 2023). Aqui aportamos pruebas de que el cambio en el
uso del suelo puede conducir a una alteracion en las vias de muerte microbiana, reflejada por una
variacion en la abundancia relativa de bacteridfagos. Se necesita mas investigacion para entender
si la necromasa microbiana generada en el proceso de desvio viral, o como resultado de la
depredacion microbiana, conduce a una mayor eficiencia en el uso del Carbono en comparacion

con las vias de muerte gobernadas por la la adicion de pesticidas y senescencia.

Los suelos albergan una increible diversidad de microorganismos, que se rige principalmente por
estructuras agregadas; esto plantea un reto para su estudio y caracterizacion (Fierer, 2017). Aunque
la regulacion de la actividad microbiana en las comunidades ambientales puede ser impulsada por
interacciones complejas y dindmicas de factores ambientales y bioldgicos, la cuantificacion de los
genes funcionales del ciclo del carbono en las comunidades microbianas puede utilizarse como un
indicador indirecto de la actividad enzimatica potencial (Trivedi et al., 2016). Al analizar los
cambios en las abundancias de las familias de CAZyme, detectamos que las comunidades
microbianas de los pastizales naturales tienen una mayor abundancia relativa de cuarenta y cuatro
familias de CAZyme degradativas. Mediante el analisis de sustratos detectamos que cuatro de ellas
estan exclusivamente relacionadas con la hidrolisis de peptidoglicano o quitina. Las familias
GH102, GH103, GH171 y GH23 utilizan exclusivamente polisacaridos de la pared celular
bacteriana y fingica como sustratos. La disminucion de la abundancia de estas enzimas implica
una disminucion del potencial de reciclaje de la necromasa microbiana en los suelos agricolas. Si
tenemos en cuenta que los contenidos de SOC medidos en rotaciones agricolas se reducen en
comparacion con los pastizales naturales, una posible explicacion de estas observaciones podria
ser que la reduccidn de las reservas de carbono de la necromasa microbiana podria conducir a una
disminucion de los componentes del microbioma relacionados con el reciclaje de la necromasa
microbiana (Cao etal., 2023). Existen pruebas de que las fracciones de SOC con diferente labilidad

se ven afectadas de forma diferencial por el cambio en el uso de la tierra y los aportes de carbono
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al suelo (Liuetal., 2020; Zhang et al., 2022). El carbono de necromasa microbiana puede constituir
una fraccion importante de la materia organica del suelo; tradicionalmente se ha relacionado con
la materia organica asociada a minerales (Cotrufo et al., 2013; Verrone et al., 2024). Nuestros
analisis metagendmicos indican una alteracion en los componentes del microbioma que regulan

los flujos de carbono de necromasa microbiana tras el cambio de uso del suelo.

El nitrogeno es otro macronutriente importante para la funcién del suelo que se ve afectado por las
practicas agricolas. El andlisis metagenomico reveld que algunos genes relacionados con los
procesos del ciclo del nitrogeno presentaban una mayor abundancia en los suelos de pastizales
naturales, como el gen NifH, responsable de la fijacion del nitrégeno. Mediante el analisis del
perfilado de la comunidad también detectamos una mayor abundancia de un género perteneciente
al orden Azospirillales, junto con otro clasificado en el género Bradyrhizobium, ambos podrian
estar contribuyendo a una mayor abundancia del gen NifH en el microbioma de suelos de pastizal.
Una alta tasa de fijacion biologica de nitrogeno por organismos de vida libre ha sido previamente
reportada en asociacion con pastos Cs4en pastizales naturales de Sudamérica, particularmente con
géneros bacterianos colonizadores de la rizésfera. Adicionalmente, se ha reportado que la
colonizacion de pastos por bacterias fijadoras de nitrogeno es afectada negativamente por la
fertilizacion (Marques et al., 2017). Aparte de esto, los genes responsables de los procesos de
pérdida de nitrogeno en los suelos también se encontraron en una mayor abundancia relativa en
los pastizales naturales. Este es el caso de los genes de desnitrificacion nirK y nirS'y los genes de
reduccion desasimilatoria de nitratos. Una alta abundancia relativa de genes relacionados con el
ciclo del Nitrogeno puede ser responsable de la alta concentracion de Nitrégeno en suelos NG sin
necesidad de aportes externos. Si tenemos en cuenta que la produccion y el uso de fertilizantes
nitrogenados se estima que representan el 5% de las emisiones globales de gases de efecto
invernadero (GEI), la sustitucion de estos insumos externos por productos de base microbiana es
una estrategia de gestion sostenible a considerar para la produccion agricola (Gao & Cabrera-

Serrenho, 2023).

Por ultimo, llama la atencion que, aunque los suelos agricolas tenian mayores contenidos de
fosforo (P), sus respectivas comunidades microbianas tenian una menor abundancia relativa de
enzimas relacionadas con procesos metabdlicos del P, como los genes relacionados con el

metabolismo de las purinas (purBC y purHKLS). En este uso del suelo se obtuvo una mayor
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abundancia de una subunidad del complejo multienziméatico C-P liasa (phnK), que son las enzimas
que disponibilizan el P presente en fosfonatos para las bacterias del suelo (Quinn et al., 1989).
Estudios previos han propuesto que el fosfonato y el fosfinato podrian ser una fuente importante
de P para las comunidades microbianas en suelos con baja disponibilidad de P (Oliverio et al.,
2020). Es probable que la aplicacion de fertilizantes contribuya a elevar los niveles de fésforo en
los suelos agricolas, provocando simultdneamente una disminucion de la abundancia de numerosos
transportadores de P en las comunidades microbianas. En el caso de suelos de rotaciones agricolas
pudimos detectar una mayor abundancia del género Microlunatus que contiene especies reportadas
como organismos acumuladores de polifosfato (PAO), en condiciones aerdbicas, utilizados para
la biorremediacion de fosforo en aguas residuales y asociados con una alta disponibilidad de P en
tierras de cultivo (Akar et al., 2006; J. Liu et al., 2022). La alta abundancia de PAO en las tierras
de cultivo puede conducir a una menor eficiencia en el uso de fosforo (PUE) por la adaptacion del
microbioma al exceso de P en los suelos. Ademas, la unica fosfatasa encontrada en este conjunto
de datos fue phoD, sin abundancia diferencial entre los usos del suelo, este ha sido descrito como
un gen predominante en un estudio reciente de las comunidades globales de suelo de pastizales
(Garaycochea et al., 2023). El efecto positivo sobre la abundancia de genes microbianos del ciclo
del fosforo que pudimos observar en pastizales naturales ya se ha descrito en estudios anteriores

sobre pastizales, y se ha relacionado especificamente con el pastoreo de ganado (Liu et al., 2023).

2.5 Conclusiones

En este analisis ponemos en evidencia el profundo impacto de las rotaciones agricolas en las
comunidades microbianas del suelo, lo que sefiala la necesidad critica de practicas agricolas
sostenibles. La evidente disminucion de la diversidad fingica y el cambio hacia una dominancia
patotrdfica, junto con la reduccion de los géneros bacterianos beneficiosos y la disminucion de los
procesos mediados por el microbioma del suelo, pueden comprometer la salud del suelo y los
servicios ecosistémicos, como el ciclo de nutrientes y la supresion de enfermedades. Estos
hallazgos subrayan la importancia de desarrollar estrategias de gestion que favorezcan la
diversidad microbiana, mejorando potencialmente el secuestro de carbono del suelo y
contribuyendo a la mitigacion del cambio climdtico, como el aumento de la diversidad de cultivos
comerciales y el uso de un conjunto diverso de especies de cultivos de servicio (Piazza et al., 2024)

y la sustitucion de pesticidas por insumos biologicos (Elnahal, et al., 2022). Para garantizar la
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productividad agricola y la salud medioambiental a largo plazo, los marcos politicos deben integrar

estos conocimientos y abogar por practicas que mantengan la funcionalidad microbiana.

2.6 Disponibilidad de datos y materiales

Las secuencias generadas de los genes 16S rRNA, la region ITS y los datos metagendomicos de
escopeta estan disponibles en los repositorios publicos del NCBI bajo la accesion BioProject
PRINA1037557. Los programas R para el andlisis de datos estan disponibles en
(https://github.com/mgimenez720/Gimenez_etal soil microbiome) con sus correspondientes

archivos de datos.

Este capitulo ha sido publicado en la revista arbitrada Environmental Microbiome y constituye la

publicacién requerida para culminar el programa de Doctorado en Ciencias Biologicas de
PEDECIBA biologia.

Giménez, M., Berenstecher, P., Ligrone, A. et al. Soil microbiome analysis of Uruguayan
grasslands and croplands reveals losses of microbial diversity and necromass recycling traits.

Environmental Microbiome 20, 96 (2025). https://doi.org/10.1186/s40793-025-00696-4
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CAPITULO III

Cambios en comunidades microbianas de
suelos asociados a diferentes opciones de
intensificacion del campo natural en
sistemas ganaderos
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3.1 Introduccion

Los sistemas ganaderos sobre campo natural han permanecido por mas de 300 afos
proporcionando proteina animal de alto valor con un bajo uso de insumos externos. La mayoria de
estas explotaciones se hace de manera extensiva con una baja carga de animales por hectarea. Esto
posiciona a la ganaderia sobre campo natural como una opcioén productiva con bajo impacto
ambiental. Estos sistemas también proporcionan valiosos servicios ecosistémicos, como el
mantenimiento de la biodiversidad, el control de la erosion del suelo, el almacenamiento de
carbono y la regulacién del ciclo de nutrientes (Modernel, et al. 2018). De hecho, algunas
investigaciones sugieren que los pastizales nativos pueden ser una fuente para mejorar la riqueza
bioquimica de la carne y la leche, asi como la salud ambiental (Dawson, et al; 2011). Sin embargo,
la creciente demanda por proteina animal amenaza estos sistemas para su conversion en

explotaciones agricolas intensivas.

Existen desafios importantes para la sustentabilidad de la produccion ganadera sobre campo
natural del Uruguay, como lo es su relativamente baja productividad (~70 kg de carne/ha por afio)
lo cual es un factor que impulsa su conversion hacia la agricultura o la silvicultura (Carvalho, et
al, 2006). Esta conversion amenaza la extension de los pastizales nativos y los servicios
ecosistémicos que brindan. Ademas, en economias con pocos subsidios y sin pago por servicios
ecosistémicos, la baja rentabilidad comparativa de la produccion ganadera extensiva puede llevar
a una degradacion del campo natural debido a tasas de carga animal por encima de lo dptimo,
especialmente en pequefias explotaciones. Esto crea un ciclo vicioso de degradacion, baja
productividad y atin menor rentabilidad (Tiscornia, et al. 2019). Por ultimo, la productividad de
los pastizales naturales es altamente dependiente del clima, especialmente de la variabilidad de las
precipitaciones, lo que causa grandes fluctuaciones en la produccion de forraje y su valor

nutricional (Guido, et al 2014).

En la region, las investigaciones vinculadas al aumento de productividad del campo natural han
seguido diferentes caminos. Por un lado, la intensificacion tradicional implica el uso de insumos
externos como la adicion de nutrientes a través de fertilizantes sintéticos, y/o el agregado a través
de la sobresiembra de leguminosas (Plantureux, et al 2005: Rama, et al 2022). Por otro lado, la

intensificacion sostenible busca mejorar la productividad a través de tecnologia de procesos como
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el manejo de la intensidad del pastoreo o la subdivision de las areas disponibles al ganado (Tittonell,

2021; Ruggia, et al. 2021).

Dentro de las opciones de intensificacion convencional se encuentra la fertilizacion del campo
natural. Es ampliamente reconocido que la Productividad Primaria Neta Aérea (PPNA) esta
limitada por la disponibilidad de nutrientes (Chapin et al., 2011). Diversos experimentos han
demostrado que la escasez de nitrogeno y fosforo limita la productividad primaria de los
ecosistemas terrestres (Elser et al., 2007). De hecho, se ha observado que en algunos sistemas
existe una co-limitacién por nutrientes, donde la respuesta es sinérgica cuando se agregan ambos
elementos: la respuesta conjunta a nitrogeno y fosforo es mayor que la suma de las respuestas
individuales (Harpole et al., 2011). La aplicacion de fertilizantes sintéticos mejora la productividad
de los pastizales nativos y aumenta el valor nutricional del forraje, lo que conlleva a un incremento
en la produccion animal de entre un 60 % y un 200 % en comparacién con pastizales no fertilizados

(Dindova et al., 2019).

Se ha observado que la adiciéon de nutrientes puede generar cambios en la composicion de la
vegetacion. La homogeneizacion en la disponibilidad de nutrientes en pastizales altera la
competencia por los recursos, actuando como un filtro ambiental que reduce la influencia de
procesos estocasticos en el ensamblaje de comunidades (Harpole et al., 2016). Diversos estudios,
incluidos los resultados del experimento ecoldgico de mayor duracion registrado hasta la fecha,
han demostrado que la fertilizacion de pasturas reduce la riqueza y diversidad de especies vegetales,
favoreciendo el reemplazo de especies por aquellas con mayor capacidad competitiva por la luz
(Hautier et al., 2009, Gross & Mittelbach, 2017; Silvertown et al., 2006, Bobbink et al., 2017).
Asimismo, se ha determinado que la reduccion de la competencia y el aumento en la disponibilidad
de recursos hacen que el sistema se vuelva mas susceptible a la invasion por especies exdticas
(Davis et al., 2000). Sin embargo, pocos estudios han evaluado cémo la fertilizacion modifica la
composicion, diversidad y funciones del microbioma del suelo en pastizales naturales, y cudles

son las consecuencias de estos cambios para el sostenimiento de los servicios ecosistémicos.

Otra de las opciones de intensificacion que se han utilizado en pastizales nativos es la sobre
siembra de leguminosas y adicion de fosforo inorgéanico. Se ha documentado que la fijacion
biologica de nitrogeno (FBN), facilitada por la simbiosis con leguminosas, permite la
incorporacion de nitrogeno al sistema sin necesidad de fertilizacion nitrogenada. En combinacion
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con la mayor disponibilidad de fosforo inorgénico, debida la fertilizacion, permiten la mejora en
la produccion de forraje en pastizales templados (Rama et al., 2022). A su vez, se ha documentado
que este manejo de intensificacion genera cambios en la distribuciéon de COS y NOS en el suelo,
sin embargo, no se han determinado cambios significativos respecto al campo natural, donde los
manejos de pastoreo podrian resultar determinantes para generar cambios entre tratamientos
(Bondaruk, et al 2020). Por otro lado, existen evidencias contrarias en cuanto al cambio en
comunidades vegetales generado a partir de la intensificacion de diferentes suelos con
sobresiembra de leguminosas y fosforo. Algunos estudios no reportan cambios significativos en la
riqueza de especies vegetales (Oliveira, et al. 2015), sin embargo, otros detectan pérdida de
especies nativas y sugieren la necesidad de desarrollar indices especificos para evaluar el impacto
de este tipo de manejos en la cobertura vegetal (Lezama et al., 2024). Nuevamente, pocos estudios
han evaluado los cambios en la estructura y diversidad de comunidades microbianas del suelo a
partir de la sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo en campo natural, mas allad de
estudios recientes vinculados a hongos micorricios arbusculares y cambios en la cobertura vegetal

(Garcia et al., 2025).

La implantacion de pasturas sembradas es otra de las formas de intensificacion de pastizales. Este
manejo conlleva la eliminacion de la cobertura vegetal y la siembra de especies perennes que
tienen una buena produccion forrajera. Esta forma de intensificacién permite mantener el stock de
Carbono de los suelos y aumentar la productividad vegetal (Dietz, et al. 2024). Dentro de las
especies comunmente sembradas se encuentra Festuca arundinaceae, muy utilizada en Uruguay
por presentar una buena produccion en climas templados. A su vez, se ha descripto su asociacion
con endofitos especificos, como Epichloe que pueden mejorar su resiliencia frente a cambios en
el clima como eventos de sequia (Mahmud et al., 2021). A su vez, se ha visto que la mezcla de
esta especie con otras gramineas como Lollium perenne permiten mejorar los rendimientos
productivos, especialmente en suelos con baja disponibilidad de fésforo (Velasco-Sanchez et al.,
2024). También se ha determinado que la integracion de diversas especies sembradas en pasturas
polifiticas permite complementar caracteristicas productivas y de uso de nutrientes de forma de

aumentar la productividad y sostenibilidad de este tipo de pasturas.

En este sentido, la integracion de leguminosas con gramineas es una practica comin con mejoras

en resultados productivos, pero también con cambios en el perfil de nutrientes utilizados, donde
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las leguminosas aportan N a través del proceso de fijacion bioldgica (Creme et al., 2016). Las
especies Trifolum reppens y Lotus corniculatus son muy utilizadas en el disefio de pasturas
polifiticas, se ha observado que una adecuada mezcla de las especies sembradas en las pasturas
permite, a través de la rizodeposicion y otros mecanismos, mantener altos niveles de carbono en
el suelo (Mortensen et al., 2025). A su vez, las mezclas correctas en pasturas polifiticas permiten
aumentar su productividad y reducir la dependencia respecto a fertilizantes sintéticos (Carswell et

al., 2022)

Existe bastante informacioén sobre el impacto de las distintas opciones de intensificacion de
pastizales nativos a nivel de la comunidad vegetal (Jaurena et al., 2021; Dorrough et al., 2007) o
sobre su efecto en la dindmica de nutrientes del suelo (Fornara et al., 2016). Sin embargo, el
conocimiento acerca de los cambios que estas practicas generan en el microbioma del suelo sigue
siendo muy limitado. En el caso de Uruguay, los estudios cientificos son ain mas escasos en
comparacion con otras regiones del mundo, a pesar de contar con diversas plataformas de
Experimentos de Largo Plazo (ELPs) que ofrecen un marco metodoldgico sélido para evaluar
diferentes estrategias de intensificacion ganadera (Leoni, 2024). Una de las principales ventajas
de los ELPs es que permiten analizar el efecto acumulado de manejos estandarizados a lo largo del
tiempo. Aunque existe evidencia sobre los efectos de legado del microbioma en sistemas agricolas,
este conocimiento es considerablemente menor en sistemas ganaderos. Muchas veces el efecto
observado sobre el microbioma en suelos cultivados se debe a los efectos generados por practicas
anteriores (Jing et al., 2022; Dang et al., 2024). Se ha determinado que este efecto puede durar
hasta 6 meses en el caso de hongos y que también puede condicionar el establecimiento del
microbioma endofitico de las plantas, condicionando su productividad posterior (Hannula et al.,
2021). La utilizacién de ELPs para evaluar el efecto de diferentes manejos en el microbioma de
suelos permite, entre otras cosas, normalizar este efecto legado, realizando comparaciones de

manejos similares en distintos sitios experimentales.

En este capitulo se plantea como objetivo estudiar el efecto de diferentes opciones de
intensificacion de sistemas ganaderos sobre campo natural en el microbioma de suelos. Para esto
se utilizaron técnicas de secuenciacién masiva de genes marcadores de comunidades bacterianas
(ARNr 16S) y fungicas (ITS1). Las diferentes opciones de intensificacién incluyeron Ia

fertilizacion del campo natural, la sobresiembra de leguminosas y fosforo y la implantacion de
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pasturas perennes. A partir de esto se analizaron cambios en diversidad alfa y beta para
comunidades de bacterias y hongos, también se determind el microbioma core de campo natural y
los cambios en abundancia relativa de microorganismos asociados a las diferentes opciones de

intensificacion.

3.2 Metodologia

3.2.1 Descripcion de los Ensayos a Largo Plazo de campo natural
muestreados.

3.2.1.1 Ensayos de fertilizacion de Campo Natural

Se realizaron muestreos de suelo en experimentos de largo plazo (ELP) que incluian un tratamiento
de Campo Natural y otro con adicidon de nitrogeno y fosforo. El primero de estos ensayos se
encuentra en la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC), en el departamento de
Paysandu. Este experimento, ubicado en el Potrero 18, cuenta con distintos manejos de campo
natural y tenia una antigiiedad de seis anos al momento del muestreo (primavera de 2020). E1 ELP
en EEMAC evaltia dos dosis de nitrégeno; en este estudio, se muestred inicamente el tratamiento
con la dosis més alta (60 kg N ha™' ano™), que incluye ademas la adicion de 40 kg ha™ afio™! de

fosforo (P20s). Se muestrearon los bloques 1 y 2, obteniendo un total de 12 muestras compuestas.

Ademas, se obtuvieron muestras de un experimento en INIA Glencoe, el ELP mas antiguo con
este tratamiento en el pais, con 26 afios de implementacion al momento del muestreo. Ambos
tratamientos en este sitio incluyen pastoreo bovino, pero difieren en la adicion de 100 kg ha™ afo™
de nitrogeno y 46 kg ha™' afio™' de fosforo. Este ensayo cuenta con dos repeticiones ubicadas en
bloques distanciados, y ambas fueron muestreadas, generando un total de 12 muestras compuestas

dentro de un area delimitada de 400 m? por parcela.

Por ultimo, se tomaron muestras de un ELP en un predio experimental de INIA Tacuarembd,
situado en la localidad de Tambores. A diferencia de los otros ensayos, este experimento no es
pastoreado por ganado, sino cosechado manualmente. Al momento del muestreo, tenia una
antigliedad de nueve afios, y sus parcelas eran de menor tamafio que en los demés experimentos (6

x 8 m por unidad experimental). Debido a estas dimensiones, las repeticiones fueron tomadas en
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distintas unidades experimentales. Se muestrearon los tratamientos 3 (80 kg ha™ afio™' de fosforo

y 100 kg ha™" afio™! de nitrogeno) y 5 (control de campo natural, sin adicion de fertilizantes).

El muestreo de suelo se realiz6 con calador. En cada parcela se tomaron tres muestras compuestas,
cada una integrada por diez piques distribuidos aleatoriamente dentro del area seleccionada, con
una profundidad méaxima de 15 cm. En EEMAC y Tambores, las muestras compuestas
representaron la totalidad de la parcela, mientras que en Glencoe se delimitd un area representativa
de 400 m? por unidad experimental, asegurando la proximidad entre ambos tratamientos. Se evitd
la toma de muestras a menos de dos metros del alambrado para minimizar el efecto borde. En
Tambores, dado el menor tamafio de las parcelas, se obtuvo una Unica muestra compuesta por
parcela. Todas las muestras fueron transportadas en condiciones refrigeradas para preservar la

composicion del microbioma.

3.2.1.2 Ensayos de sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo al
campo natural

Para evaluar los efectos de la adicion de leguminosas y fosforo sobre las comunidades microbianas
en el suelo de campo natural bajo pastoreo, se muestrearon tres experimentos de largo plazo (ELP)
en Uruguay: EEMAC (Potrero 18), INIA Treinta y Tres (Banco Mundial) y CIEDAG-SUL.La
sobresiembra de leguminosas junto con la adicidon de fosforo al suelo es utilizada para aumentar la
productividad del campo natural, dada la capacidad de las leguminosas de establecer simbiosis con

rizobios fijadores de nitrogeno, a este manejo se lo conoce como mejoramiento del campo natural.

Uno de los experimentos muestreados corresponde al mismo ensayo descrito en el tratamiento de
fertilizacion, ubicado en el Potrero 18 de EEMAC, en el departamento de Paysandu. Este ensayo
también incluye un tratamiento con adicidon de leguminosas y fosforo, por lo que se muestrearon
dos bloques de este tratamiento. Para la comparacion, se utilizaron como control de campo natural
las mismas muestras del tratamiento de fertilizacién, dado que provienen del mismo experimento.
En este tratamiento, se adicionaron 40 kg ha™' afio™" de fosforo y se sembraron Trifolium pratense
y Lotus tenuis como leguminosas forrajeras 6 afios antes del momento de muestreo (Caram et al.,

2021).

Ademads, se muestre6 un experimento en el Centro de Investigacion Agropecuaria Alejandro

Gallinal (CIEDAG), ubicado en el kilometro 140 de la Ruta 7, en la localidad de Cerro Colorado,
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departamento de Florida, perteneciente al Secretariado Uruguayo de la Lana (SUL). En este caso,
el tratamiento muestreado corresponde a una pastura con Lotus pedunculatus (Lotus maku) como
leguminosa forrajera, fertilizada con fosforo. La pastura fue sembrada en 2009 y, al momento del
muestreo, presentaba cobertura de campo natural junto con Lotus maku. Este ensayo es de caracter
irrigado y no cuenta con un tratamiento especifico de campo natural. No obstante, se identific6 un
potrero contiguo al experimento con campo natural en secano bajo pastoreo desde antes del inicio
del ensayo, por lo que se delimitd un area de 400 m? en dicho potrero para utilizarlo como control
de campo natural. La antigiiedad del experimento era de 12 afios al momento del muestreo. Tanto

el ensayo como el control fueron pastoreados por ganado ovino.

Por tultimo, se muestred6 un ELP en INIA Treinta y Tres, especificamente en la Unidad
Experimental Palo a Pique (UEPP), establecida en 1996. Este experimento incluye la sobresiembra
de Trifolium repens y Lotus corniculatus, junto con la adicion de fosforo a una dosis de 13,2 kg
ha™' afio™'. El ensayo es pastoreado por ganado bovino y constituye el ELP de mayor antigiiedad
con este tratamiento en el pais. Se tomaron muestras de un unico bloque correspondiente al

tratamiento con dosis intermedia de fosforo, asi como del testigo de campo natural pastoreado.

El muestreo de suelo se realizd con calador, recolectando tres muestras compuestas por parcela.
Cada muestra compuesta se conformo a partir de diez piques distribuidos aleatoriamente dentro de
un area de 400 m?, separados al menos 2m entre si. Los piques se realizaron con una profundidad

maxima de 15 cm, obteniendo un total de 24 muestras compuestas.

3.2.1.3 Ensayos de remplazo del Campo Natural por pasturas perennes
Como ultima opcidn de intensificacion se evaluo el efecto de la siembra de pasturas sobre el campo
natural. En todos los casos, la introduccion de especies forrajeras exoticas implicéd la sustitucion
del campo natural al momento de la siembra, eliminando las especies nativas de plantas. Sin
embargo, al momento de muestreo en todos los casos se encontraron mezclas de especies nativas
del campo natural con aquellas especies exoticas que fueron sembradas al momento de

implantacion de las pasturas.

Para la comparacion, se incluydo un potrero en INIA Glencoe, donde se sembrd Festuca

Arundinacea hace mas de 10 anos. Al momento del muestreo, este ensayo se encontraba bajo
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pastoreo, representando un caso de restauracion de campo natural, en el que ain persistian plantas
de festuca provenientes de la etapa de pastura. El control de campo natural utilizado correspondid
al ensayo de fertilizacion muestreado en el mismo campo experimental de INIA Glencoe. Ademas,
se muestred el ELP de Palo a Pique (UEPP) en INIA Treinta y Tres. Este experimento incluye
rotaciones de cultivos con diferentes intensidades y ha pasado por distintas fases a lo largo del
tiempo. Para este estudio, se seleccionaron dos potreros: el potrero 12, con pasturas polifiticas
permanentes (Lolium perenne, Lotus corniculatus y Trifolium repens), y un area de campo natural
cercana, utilizada como soporte para las rotaciones dentro del experimento. En este caso, las
pasturas fueron fertilizadas con 20 kg ha™ de urea y 50 kg ha™! de P-Os al momento de la siembra,
y posteriormente fertilizadas anualmente con P-Os. Estas pasturas son resembradas cada cinco afios

(Rovira et al., 2020).

Por ultimo, se incluyé como comparacion la sobresiembra de festuca en el experimento de
CIEDAG-SUL, esta parcela es fertilizada con una dosis de 100 kg ha™ afio! de fosfato di amonico
el cual aporta nitrogeno y fosforo. Esta pastura es de tipo irrigado y se compard con un potrero de
campo natural adyacente, el mismo utilizado para la comparacion de la sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo. En todos los casos, el tratamiento control de campo natural no
se encontraba adyacente al tratamiento de pasturas, pero si se encontraba sobre el mismo tipo de

suelo.

Para el muestreo de suelos, se delimit6 un area de 400 m? y se recolectaron tres muestras
compuestas, cada una conformada por diez piques distribuidos aleatoriamente con calador, a una
profundidad méxima de 15 cm. Las muestras fueron transportadas en condiciones refrigeradas para

preservar la composicion del microbioma y posteriormente procesadas en el laboratorio.

Tabla 1. Descripcion de ensayos a largo plazo muestreados

Ensayo Departamento Uso del suelo  Muestras  Antiguedad GEIECE
muestreo
CN* 6 6 Oct. 2020
EEli\iI? ¢ Paysandu Fertilizacion 6 6 Oct. 2020
Legy P** 6 6 Oct. 2020
INIA , CN o 6 26 Mayo 2022
Glencoe Paysandu Fertilizacion 6 26 Mayo 2022
Pasturas 3 >10 Mayo 2022
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INIA Tacuarembd N o : Mayo 2022
Tambores Fertilizacion 4 Mayo 2022
INIA 33 CN 3 26 Oct. 2022
l\?lil:;ioal Treinta y tres LegyP 3 26 Oct. 2022
INIA 33 Treinta y tres CN 4 27 Oct. 2022
UEPP Pasturas 4 27 Oct. 2022

CN 3 11 Mayo 2022
Clg‘gi‘(}' Florida LegyP 3 11 Mayo 2022
Fertilizacion 3 11 Mayo 2022

* Campo Natural
** Sobresiembra de leguminosas y adicion de fésforo

3.2.2 Procesamiento de Muestras y extraccion de ADN
microbiano
Las muestras fueron transportadas en condiciones refrigeradas con el objetivo de preservar la
composicion del microbioma. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron procesadas siguiendo
los siguientes pasos: Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente para evitar la
degradacion del ADN debido al calor. Posteriormente, fueron trituradas utilizando un mortero
manual para reducir el tamafio de las particulas y agregados, y se tamizaron (tamiz de 2 mm) con
el objetivo de obtener una textura homogénea separando restos vegetales y piedras. Para la
caracterizacion fisicoquimica de los suelos analizados se generd un conjunto de metadatos a partir
de muestras compuestas de 100 g de suelo por sitio, las cuales fueron remitidas al Laboratorio de
Suelos de la Facultad de Agronomia para su procesamiento. En dicho laboratorio se determinaron
los principales indicadores edaficos mediante metodologias estandarizadas: el pH en agua se midi6
segun los procedimientos de van Lierop (1990) y Thomas (1996), utilizando una relacion
suelo/agua 1:1; el contenido de carbono organico (C.O.) se cuantificd por el método de Dumas
mediante combustion seca, de acuerdo con Nelson y Sommers (1996), y a partir de este valor se
estimo la materia orgénica (M.O.) empleando un factor empirico de 1,724, asumiendo que el 58%
de la M.O. corresponde a C.O.; el nitrogeno total se determind igualmente por el método de
Dumas; el nitrogeno nitrico (N-NOs") se evalué mediante un método colorimétrico siguiendo a

Mulvaney (1996); el nitrégeno amoniacal (N-NH4") se cuantificoé por un método colorimétrico
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con phenylphenol segiin Rhine et al. (1998); y el foésforo asimilable se midié6 mediante el método

de Bray y Kurtz (1945).

A partir de las muestras mezcladas de manera homogénea se utilizaron 300 mg de muestra para
realizar la extraccion de ADN utilizando un kit comercial adecuado para suelos (PowerLyzer Soil
DNA Kit, Qiagen). Se determin6 la integridad y concentracion del ADN extraido a través de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y utilizando Nanodrop. El ADN extraido fue enviado a BGI
Genomics para su secuenciacion. Especificamente se secuenciaron los genes ARNrl6S para
bacterias, abarcando especificamente las regiones hipervariables V3-V4 a través de los cebadores
reportados en Klindworth, et al (2013). A su vez, para describir las comunidades de hongos se
secuenciod la region intergénica ITS1, utilizando los cebadores (ITS1f-ITS2) especificados en la
seccion de protocolos estandarizados del proyecto Earth Microbiome Project

(https://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/). Estos marcadores permiten identificar las

comunidades microbianas presentes en las muestras de manera abarcativa y tienen la ventaja de

ser comparables con multiples estudios.

3.2.3 Analisis Bioinformatico de secuencias

3.2.3.1 Resolucion de ASVs y obtencion de tablas de conteo
Luego de obtener las secuencias para cada muestra, se procedid al andlisis bioinformatico
siguiendo los siguientes pasos. A partir de los archivos FASTQ obtenidos, se realiz6 el filtrado de
calidad de las secuencias utilizando el pipeline de DADA?2 en el software R (Callahan et al. 2016).
En este paso, se descartaron las lecturas menores a 250 pares de bases y aquellas con un error
esperado (EE) de 2. Ademas, se eliminaron las lecturas que contenian bases asignadas como "N"

en cualquier posicion.

Posteriormente, a través de la funcion learnErrors(), el paquete permitié estimar los errores
de secuenciacion (transiciones entre nucledtidos) en funcion del score de calidad del conjunto de
datos. Este paso es fundamental para distinguir artefactos generados por errores en la
secuenciacion de secuencias biologicas reales. La funcion dada(), utilizada a continuacion,

empled la estimacién de errores generada en el paso anterior y las secuencias dereplicadas
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obtenidas con la funcion derepFastq(), lo que permitié identificar y corregir errores observados

en las secuencias.

A continuacion, se realizdo la union de las lecturas forward y reverse mediante la funcidén
mergePairs(), estableciendo un solapamiento minimo de 10 nucledtidos. Luego, se eliminaron
las secuencias quiméricas utilizando la funcion removeBimeraDenovo(). Las Amplicon
Sequence Variants (ASVs) obtenidas proporcionaron una alta resolucion para la caracterizacion

taxondmica de las comunidades microbianas.

Finalmente, la identificacion taxonomica de las ASVs se llevd a cabo con la funcion
assignTaxonomy(), utilizando dos bases de datos de referencia: SILVA-138 para las
secuencias bacterianas (Quast et al. 2013) y UNITE para las secuencias fungicas (Abarenkov et al.

2023), asegurando asi una clasificacion precisa de los microorganismos presentes en cada muestra.

3.2.3.2 Andalisis de composicion y diversidad del microbioma

Para el andlisis del microbioma core de los sitios pareados se utilizé el paquete microbiome
(Lahti et al., 2014). A través de la funcion core() se detectaron las ASVs con una prevalencia
minima del 99% y una abundancia mayor a 10 conteos por millén (CPM), estos valores implican
la presencia de los taxa seleccionados en todas las muestras. Para la visualizacion de estos
resultados se utilizo la funcion plot.core() donde se grafica la prevalencia de cada ASV
presente en el microbioma core segun el limite de deteccion, lo cual tiene en cuenta la abundancia

relativa de cada ASV en unidades porcentuales en todo el conjunto de datos.

Los andlisis posteriores se realizaron utilizando principalmente funciones implementadas en los
paquetes phyloseq y vegan (v 2.6-8) (McMurdie & Holmes, 2013; Dixon, 2003). En primer
lugar, se estudi6 la composicion microbiana a través del calculo de la abundancia de los diferentes
grupos taxondémicos a nivel de Phylum en cada sitio y tratamiento. Para la visualizacion de estos
datos se utilizé el paquete ggplot2 (Wickham, 2011), teniendo en cuenta los diez Phyla mas
abundantes en cada muestra. Para evaluar la diversidad alfa, se tuvieron en cuenta los géneros
presentes en al menos 10% de las muestras, este filtro de prevalencia permite evitar sesgos
generados por taxas raros que no reflejen la comunidad estable presente en cada muestra

secuenciada. Se calcul6 la riqueza de géneros observados en cada muestra, a través de la funcion
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estimate_richness(), obteniendo una medida de la diversidad para cada muestra. La
visualizacion se realizo agrupando las observaciones por tratamientos y se evalud la significancia
estadistica entre grupos a través de un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, utilizando el test
de Wilcoxon como prueba post-hoc, lo cual se encuentra implementado en la funcidén

ggsignif() (Ahlmann-Eltze & Patil, 2021).

Por otra parte, para evaluar la diversidad beta entre las muestras se construyd una matriz de
distancias de Bray-Curtis, a través de la funncion ordinate (), y se visualiz6 la disimilitud entre
muestras en dos dimensiones mediante un andlisis de escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS). Para evaluar la significancia estadistica de los diferentes tratamientos en la distribucion
de las muestras en se utilizo un andlisis de varianza multivariado con permutaciones
(PERMANOVA), implementado en la funcion adonis (). Por ultimo, se realizé un analisis de
abundancia diferencial donde se utiliz6 el paquete Maaslin2 (Mallick et al.,, 2021), que
implementa modelos lineales generalizados (GLMs), para detectar los géneros que presentaban
cambios en su abundancia relativa entre los distintos tratamientos. En este andlisis, se incluyeron
como variables aleatorias el sitio y la temporada de muestreo, lo que permitié corregir la
variabilidad natural y estacional de las comunidades microbianas. A su vez, este paquete permite
tener en cuenta que los datos de secuenciacion son composicionales, para lo cual se utilizo el
método centered-log ratio (CLR), donde se busca que el logaritmo de las relaciones entre las
diferentes ASVs se mantenga constante al momento de normalizar la tabla de conteos. A su vez,
esta implementacion también permite ajusta el p-valor por multiples comparaciones, para lo cual

se utilizd como valor limite para este analisis un FDR menor a 0.15.

Por otra parte, en el caso de comunidades fingicas se utiliz6 el programa FUNGuilds, el cual se
basa en referencias bibliograficas de una gran diversidad de géneros fungicos para su clasificacion
en gremios (Nguyen et al., 2016). Para esto se utiliza la informacion de sustratos y modos troficos
reportados para los distintos géneros logrando clasificar una gran diversidad de géneros. En este
analisis clasificamos los géneros detectados en modos troficos y colapsamos las tablas de conteos
para cada muestra. Posteriormente, utilizamos el paquete Maaslin2 para detectar diferencias

significativas en la abundancia de estos modos tréficos para los diferentes tratamientos evaluados.
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3.2.3.3 Andlisis de redes a partir de datos de microbioma

Los andlisis de microbioma utilizando redes de correlacion tuvieron como objetivo detectar
cambios en el microbioma asociado a hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en los distintos
tratamientos. Para esto se construyeron redes de correlacion para cada tratamiento, utilizando las
tablas de conteo a nivel de género. Se utilizaron como datos de entrada las tablas de conteo
normalizadas a nivel de género, incluyendo hongos y bacterias, y se calculd el coeficiente de
correlacion de Spearman a través de la funcion rcorr () del paquete HMisc (v5.2.2) (Harrell,
2019). A su vez, se ajustd el p-valor por multiples comparaciones utilizando la funcion
p.adjust() con el método Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995). Para la
construccion y manipulacion de las redes de correlacion se utilizaron las funciones implementadas
en el paquete Igraph (v2.1.3) (Csardi & Nepusz, 2006). En primer lugar, se utilizé la funcion
graph_from_adjacency_matrix() donde se definieron como nodos en la red todos los
géneros fungicos y bacterianos presentes en mas del 5% de las muestras. A su vez, se definié un
valor limite de correlacion (r) mayor a 0.75 y con un FDR mayor a 0.05 para la existencia de aristas
entre los distintos nodos. Esto result6 en la obtencion de redes unipartitas, no dirigidas. A partir de
estas redes, se aislaron los nodos pertenecientes a géneros de HMAs y se cred una red bipartita
manteniendo Uinicamente las aristas que unieran nodos bacterianos con nodos HMAs. Luego se
utilizaron las funciones vcount(), ecount(), diameter(), mean_distance() vy
modularity(), para calcular parametros de las redes que nos permitieran detectar diferencias en
la complejidad estructural de las redes generadas a partir de los distintos tratamientos. Para
continuar caracterizando las redes de correlacion, se clasificaron los diferentes nodos bacterianos
a partir de una revision bibliografica donde se busco si existian reportes de los géneros asociados
a AMFs como endofitos vegetales, las tablas de clasificacion de endéfitos con sus referencias
bibliograficas se encuentran disponibles como material suplementario (Tabla suplementaria S3).
Por ultimo, la visualizacion de las redes se realizo a través de la funcion plot() del paquete

Igraph (v2.1.3).
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3.3 Resultados

3.3.1 Fertilizacion de campo natural

3.3.1.1 Andlisis de comunidades fungicas en campo natural fertilizado

Las comunidades fingicas de las 32 muestras obtenidas en los ELP que evaltan el efecto de la
fertilizacion del campo natural estuvieron dominadas por hongos del Phylum Ascomycota,
seguidos de Mortierellomycota y Basidiomycota. La variacion principal observada en la estructura
de las comunidades fue mayor entre los tres ELP analizados que entre los tratamientos de
fertilizacion y el testigo de campo natural sin fertilizar, aunque estos también difirieron dentro de
cada ELP (Figura 3.1 A). A su vez, la alfa diversidad no present6 diferencias significativas entre
los tratamientos (Figura 3.1 B), con una cantidad de géneros observados que oscila entre 400 y
650 por muestra. Estos resultados sugieren que, aunque existieron diferencias en la identidad de
las especies de las comunidades, la riqueza de géneros permanecié similar entre ambos

tratamientos, aunque tendid a ser mayor en los tratamientos de campo natural sin fertilizacion.
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Figura 3.1. Composicion y diversidad de las comunidades fungicas. A) Composicion de la comunidad fungica a nivel
de Phylum, se muestran promedios de abundancia relativa por ELP y tratamiento, donde NG corresponde a campo
natural y Fert a suelos fertilizados. B) Grafico de cajas de Alfa diversidad de las comunidades fiingicas expresada
como la riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por tratamiento de fertilizacion. C) Analisis de Beta diversidad
de las comunidades de hongos, se observa un NMDS obtenido a partir de las distancias de Bray-Curtis para la
composicion de las comunidades microbianas de cada el color de los puntos indica el tratamiento y la forma el ELP.
Ademas, las elipses representan una confianza del 95% en la distribucion de los puntos D) Grafico de barras mostrando
el cambio relativo en abundancia de géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) donde el color violeta indica

géneros en mayor abundancia en suelos fertilizados, mientras que verde indica mayor abundancia en campo natural.

El andlisis de beta diversidad, basado en distancias de Bray-Curtis, mostrd una agrupacion clara
de las muestras provenientes de cada ELP. A su vez, dentro de cada grupo se observd una
separacion menor por tratamientos y también se detectd que los triplicados, que corresponden a
muestras que provienen de las mismas parcelas, se encuentran agrupados entre si. Sin embargo, el
analisis de PERMANOVA no arroj6 diferencias significativas entre muestras de campo natural y
de fertilizacion. En el caso de las muestras obtenidas del ELP de Tambores (T) se observa una

menor dispersion en general entre todos los puntos. Por otra parte, el analisis de abundancia
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diferencial evidencié que en el campo natural (NG) se favorecieron géneros de hongos
micorricicos arbusculares como Paraglomus (Glomeromycota), ademas de otros endofitos de raiz
como Serendipita, perteneciente al orden Sebacinales (Figura 3.1 D). A su vez, el género saprofito
Clitocybe, fue uno de los que presentd mayor abundancia en campo natural comparado con suelos
fertilizados. Por otro lado, en suelos fertilizados se encontré una abundancia mayor de géneros
como Fusarium, Colletotrichum y Cordyceps, asociados a patogenicidad en plantas e insectos
respectivamente (Figura 3.1 D). El agrupamiento de géneros fungicos seglin sus modos troficos
permiti6 detectar una sobre-representacion de géneros saprotrofos y simbidtrofos obligados en
campo natural, mientras que en suelos fertilizados se observé una mayor abundancia de patotrofos

facultativos (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Grafico de barras con el cambio relativo en la abundancia de gremios fungicos agrupados en modos
troficos utilizando la base de datos FUNGuilds. Las barras violetas muestran mayor abundancia en suelos
Fertilizados, mientras que las verdes muestran mayor abundancia en campo natural (FDR<0.25).

3.3.1.2 Andlisis de comunidades bacterianas en campo natural fertilizado

A diferencia del analisis de la comunidad fingica, para los datos de comunidades de bacterias se
realizd el andlisis de la comunidad core. Los resultados indican que varias ASVs con alta

prevalencia no se logran clasificar a nivel de género, como es el caso de la familia
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Xanthobacteraceae, a la cual se asignaron tres ASVs distintas (Figura 3.3). Ademas, se
encontraron bacterias del género Bradyrhizobium con alta prevalencia en estos suelos, y se
identificaron otras bacterias con funciones vinculadas a la promocion del crecimiento vegetal,
como Bacillus, con tres ASVs reportadas que se detectaron en todas las muestras. A su vez,
también se detectd que uno de los ASVs con mayor prevalencia pertenece al grupo de los rizobios,

especificamente al género Mesorhizobium.

Bacterial core microbiome
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Figura 3.3. Analisis de géneros core en las comunidades bacterianas de suelos. El analisis se realizé utilizando datos
de todas las muestras fertilizadas y sus controles pareados de campo natural. En el eje de abscisas se muestran
diferentes abundancias relativas a las cuales se puede detectar cada taxon, mientras que el color de la celda indica la
prevalencia obtenida con cada valor limite de abundancia.

Al analizar la estructura de las comunidades bacterianas presentes en muestras obtenidas en los
ELPs de fertilizacion, se observo que las comunidades de suelo se encontraron dominadas por
bacterias del Phylum Actinobacteriota, seguidas por el Phylum Proteobacteria y Acidobacteriota

(Figura 3.4 A). La diversidad alfa computada como el nimero de géneros observados en cada
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muestra permitié observar diferencias significativas entre tratamientos (pval<0.05) (Figura 3.4 B).
En este caso, se contabilizaron entre 27000 y 29000 secuencias por muestra lo cual podria ser un
numero de observaciones muy bajo para obtener diferencias en el numero de géneros observados.
Tanto en el andlisis de diversidad alfa como en la visualizacion de los resultados de beta-diversidad
se puede observar un claro agrupamiento por ELP, pero también agrupamientos menores debidos
al tratamiento de fertilizacion. En el caso de las muestras obtenidas del ELP situado en EEMAC
encontramos que las muestras correspondientes al Bloque 1 se encuentran distantes respecto al
resto de las muestras (Figura 3.4 C). Esto se debe a que al filtrar las muestras por prevalencia de
géneros (géneros presentes en al menos el 10% de las muestras) se perdieron géneros que se
encuentran presentes de manera consistente, pero Unicamente, en este bloque-sitio-tratamiento
(Bloquel-EEMAC-Fertilizacion), este efecto generd una disminucion de la riqueza de géneros
como una medida de la diversidad alfa (Figura 3.4 A) y aument¢ la dispersion de estas repeticiones
visualizadas en el andlisis NMDS (Figura 3.4 B). Nuevamente, en el analisis de PERMANOVA
no se detectd un cambio significativo en la estructura de comunidades microbianas provenientes

de campo natural y de campo natural fertilizado (Figura 3.4 C).
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Figura 3.4. A) Composicion de la comunidad bacteriana a nivel de Phylum, se muestran promedios de abundancia
relativa por sitio y uso del suelo. B) Grafico de cajas de alfa diversidad de comunidades bacterianas expresada como
la riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por uso del suelo, donde NG corresponde a campo natural y Fert a
suelo fertilizado. C) Analisis de Beta diversidad de las comunidades de bacterias, se observa un NMDS obtenido a
partir de las distancias de Bray-Curtis para la composicion de las comunidades microbianas donde el color indica el
tratamiento y la forma el sitio de cada muestra. Las elipses representan una confianza de 95%. D) Grafico de barras
mostrando el cambio relativo para géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) en cada tratamiento, el color
violeta muestra mayor abundancia en suelos fertilizados, mientras que verde muestra géneros en mayor abundancia
en campo natural.

El andlisis para la deteccion de bacterias que se encuentran en mayor abundancia en los
tratamientos de fertilizacion y campo natural a través de GLMs revel6 cambios en la abundancia
de 56 géneros (Figura 3.4 D). Dentro de estos se destacd una disminucion en suelos fertilizados de
bacterias conocidas por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico, como las pertenecientes a la
familia Azospirillales y a los géneros Anaeromyxobacter y Burkholderia. A su vez, el género
bacteriano que presenté mayor diferencia en su abundancia, a favor del tratamiento de campo

natural, fue Bdellovibrio (Figura 3.4 D). Ademas, en el tratamiento con adiciéon de nitrégeno y
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fosforo se observd un aumento de los géneros Nitrospira y Rubrivivax, los cuales estan asociados

a la oxidacion de amonio y a procesos de desnitrificacion. Otro de los taxones favorecidos en

suelos fertilizados fue clasificado como Planctomycetes.

3.3.1.3 Andlisis de redes de correlacion a partir de datos de microbioma en

campo natural fertilizado
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Figura 3.5. Red bipartita de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y bacterias correlacionadas (S>0.75, adj-
p<0.05) en las muestras obtenidas del tratamiento de Fertilizacion y de Campo Natural. Los nodos que representan
HMAs se muestran en rojo en el inferior de la red, mientras que los nodos bacterianos se disponen en la parte superior,
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aquellas bacterias asociadas al suelo se muestran en color celeste y los géneros que presentan reportes de endofitismo
se muestran en color verde claro.

El andlisis de redes de correlacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y bacterias detectd
una pérdida de correlacion de la abundancia de géneros bacterianos asociados a HMAs. Al
considerar solo los datos obtenidos de tratamientos de fertilizacion de los diferentes ELPs se logrd
reconstruir una red con un total de 42 nodos, unidos por 41 aristas, a su vez el paso medio de esta
red fue de 2.14 y su modularidad de 0.58 (Figura 3.5). Dentro de los nodos detectados, ocho
correspondieron a géneros de HMAs, entre los cuales destacan Funmneliformis, Septoglomus y
Archaeospora, los cuales correlacionan de manera significativa con 13, 8 y 7 géneros bacterianos
respectivamente. A su vez, 24 nodos bacterianos en esta red tienen reportes de establecimiento
como endofitos vegetales, esto constituyd el 58,5% de los nodos de la red. Dentro de estos,
destacan los nodos clasificados como Steroidobacter, Agromyces, PLTA13, Sutterellaceae,
Steroidobacteraceae y 67-14 los cuales correlacionaron tantos con el género Septoglomus como
Funneliformis, por lo cual el valor de grado de estos nodos es 2 y actiian como nodos conectores

entre ambos géneros de HMA (Figura 3.5).

Por otra parte, al evaluar la red de correlaciéon de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y
bacterias, generada con los mismos criterios para las muestras de campo natural (sin fertilizacion)
se obtuvieron 58 nodos conectados por 50 aristas, lo cual gener6 una red bipartita con un paso
medio de 2.42 y una modularidad de 0.8. Nueve de los nodos que componen la red corresponden
a géneros de hongos micorricicos. Dentro de estos, destacan los géneros Paraglomus,
Archaeospora, Orientoglomus y Septoglomus los cuales correlacionan con 11, 11, 10 y 7 géneros
bacterianos respectivamente. A su vez, veinticinco nodos bacterianos tienen reportes de
establecimiento endofitico, algunos de estos géneros han sido muy estudiados, como Bacillus, el
cual correlaciona con el género de HMA Archaeospora. Ademas, nuevamente el nodo clasificado
dentro del orden Solirubrobacterales destaca por su rol de conector dentro de la red, ya que

correlaciona con los géneros de HMAs Paraglomus y Archaeospora.
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3.3.2 Sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo

3.3.2.1 Comunidades fungicas de suelo luego de la sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo

El analisis de la composicion de las comunidades fingicas de suelos en ELPs de sobresiembra de
leguminosas y adicioén de fosforo de campo natural reveld que el Phylum Ascomycota predomind
en todas las muestras, seguido por Mortierellomycota y Basidiomycota. Estos grupos fingicos
fueron consistentes en ambos tratamientos (campo natural y mejoramiento), sugiriendo una
estructura de comunidades fungicas que se mantiene a nivel de Phylum independientemente de la
adicion de leguminosas y fosforo. En cuanto a la diversidad alfa, el analisis de géneros fungicos
observados indic6 que no hubo diferencias significativas en la riqueza de géneros entre los usos
del suelo analizados. Este resultado sugiere que la sobre siembra de leguminosas y la fertilizacion
con fosforo no alteraron significativamente la riqueza de géneros fungicos en los sitios estudiados,
donde los géneros observados oscilaron entre 370 y 700 por muestra. A su vez, las muestras

provenientes de EEMAC tuvieron mayor riqueza de géneros en ambos usos del suelo.

Por otro lado, el analisis de diversidad beta mostr6 una clara agrupacion de las muestras por sitio,
evidenciando que las condiciones locales del suelo tienen un impacto determinante en la estructura
del microbioma fingico (Figura 3.6 C). Este patron de agrupamiento de las comunidades fungicas
sugiere que, aunque los tratamientos pueden alterar la composicion microbiana del suelo, las
condiciones intrinsecas del suelo y las variables locales tienen un papel crucial en la estructuracion
de estas comunidades. En este analisis también se observa que las muestras provenientes de BM
muestran las menores diferencia en identidad entre tratemeitnos, y que las del SUL son las que
tienen mayor separacion entre tratamientos. En estas ultimas, las diferencias pueden deberse a la
apliacion de riego suplementario en las parcelas del tratamiento de mejoramiento con leguminosas
y adicion de fosforo. De hecho, las muestras de campo natural de SUL se dispusieron mas cercanas
a las muestras del ELP de Banco Mundial (INIA Treinta y Tres) que a las provenientes del

tratamiento de mejoramiento en el mismo ELP (Figura 3.6 C).
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Figura 3.6. A) Composicion de la comunidad fingica a nivel de Phylum, se muestran promedios de abundancia
relativa por sitio y uso del suelo. B) Grafico de cajas de Alfa diversidad de comunidades fungicas expresada como la
riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por uso del suelo, donde NG corresponde a campo natural y LOS a
sobresiembra de leguminosas y adicion de P. C) Analisis de Beta diversidad de las comunidades de hongos, se observa
un NMDS obtenido a partir de las distancias de Bray-Curtis para la composicion de las comunidades microbianas de
cada el color indica el tratamiento y la forma el sitio de cada muestra. D) Grafico de barras mostrando el cambio
relativo  para  géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) en cada  tratamiento.
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Al analizar los géneros con abundancia diferencial en estos usos de la tierra, encontramos que el
campo natural mostr6 una mayor abundancia de géneros asociados a plantas, especialmente
endosimbiontes de raiz, como Serendipita y Archaeorhizomyces. En el caso del tratamiento con
sobresiembra de leguminosas, se detectaron géneros como Fusarium, Sarocladium y Didymella,
que contienen especies patogenas de plantas, asi como Lectera, la cual fue recientemente asociada
a patogenicidad en leguminosas (Figura 3.6 D). También se identifico) una mayor abundancia de

géneros de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en este tratamiento como Paraglomus y
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Rhizophagus, que pueden promover el crecimiento de plantas al mejorar la eficiencia de uso de

fosforo y la absorcion de nutrientes del suelo.
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Figura 3.7. Grafico de barras mostrando el cambio relativo en la abundancia de gremios fingicos agrupados en modos
troficos utilizando la base de datos FUNGuilds. Las barras azules representan modos troficos con mayor abundancia
en suelos de campo natural con sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo, mientras que las verdes muestran
mayor abundancia en campo natural (FDR<0.25).

Al analizar el agrupamiento de géneros fingicos segun su modo tréfico, se pudo observar que
existe un cambio en la abundancia relativa de géneros simbiotrofos, donde se detectdé una mayor
abundancia en el tratamiento de campo natural. Es interesante observar que este resultado parece
ser contrario a la observacion de la Figura 3.6, donde algunos géneros simbidtrofos obligados
tuvieron mayor abundancia en el tratamiento de sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo,
es el caso de los géneros de HMAs mencionados anteriormente. Sin embargo, otros géneros
pertenecientes al mismo modo trofico, como Serendipita y Archaeorhizomyces, se encuentran en
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mayor abundancia en CN. Por otro lado, también se detectd6 una mayor abundancia de hongos

saprotrofos en suelos de campo natural.

3.3.2.2 Comunidades bacterianas de suelo luego de la sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo

Por otra parte, el andlisis de la comunidad bacteriana core reveld la presencia de 19 ASVs
compartidas en las 24 muestras colectadas, estas incluyeron géneros bacterianos comunmente
presentes en muestras de campo natural. Entre ellas, se detecté nuevamente una alta prevalencia
del género Bradyrhizobium, un género conocido por la capacidad de fijar nitrogeno en asociacion
con leguminosas. También se encontraron diferentes ASVs pertenecientes a los géneros Bacillus
y Candidatus Udaeobacter, estos tienen descriptos roles importantes en la interaccion con plantas

y en la dindmica de nutrientes en el suelo respectivamente (Figura 3.8).

Bacterial core microbiome
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Figura 3.8. Analisis de géneros core en las comunidades bacterianas de suelos. El analisis se realizé utilizando datos
de todas las muestras pareadas de mejoramiento de campo natural. En el eje de abscisas se muestran diferentes
abundancias relativas a las cuales se puede detectar cada taxon, mientras que el color de la celda indica la prevalencia
obtenida con cada valor limite de abundancia.

A nivel de Phylum, en este conjunto de datos se observo una mayor proporcion de Actinobacteriota,

seguido por Proteobacteria, Firmicutes y Acidobacteria (Figura 3.9). Al evaluar la diversidad alfa
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de las distintas comunidades bacterianas no se detectaron diferencias significativas en la riqueza
de géneros bacterianos entre los tratamientos de campo natural y sobresiembra de leguminosas
fertilizadas con fosforo, se observaron entre 700 y 900 géneros por muestra. En cuanto a la
diversidad beta, el ordenamiento por NMDS mostr6 una tendencia al agrupamiento de muestras
provenientes de cada ELP, con las muestras d¢ EEMAC claramente separadas de las de SUL y
BM, y una mayor dispersion de muestras provenientes del ELP de SUL, lo cual podria estar
vinculado a variables no estandarizadas entre tratamientos como puede ser el riego, el cual se
encuentra implementado Gnicamente en el tratamiento de mejoramiento de campo natural. A su
vez, en las muestras obtenidas de EEMAC se observa un efecto de bloques muy leve donde las
muestras del campo natural mejorado se encuentran mas cerca de las muestras de campo natural
de su propio bloque que de las muestras del otro bloque y mismo tratamiento. Es interesante
destacar que, dada la disposicion de las muestras en el espacio bidimensional, las comunidades de
campo natural parecen tener una composicion mas homogénea que aquellas obtenidas de suelos

con sobre siembra de leguminosas y adicion de fosforo.
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Figura 3.9. A) Composicion de la comunidad bacteriana a nivel de Phylum, se muestran promedios de abundancia
relativa por sitio y uso del suelo. B) Grafico de cajas de Alfa diversidad de comunidades bacterianas expresada como
la riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por uso del suelo, donde NG corresponde a campo natural y LOS a
sobresiembra de leguminosas y adicion de P. C) Analisis de Beta diversidad de las comunidades de bacterias, se
observa un NMDS obtenido a partir de las distancias de Bray-Curtis para la composicion de las comunidades
microbianas de cada el color indica el tratamiento y la forma el sitio de cada muestra. D) Grafico de barras mostrando

el cambio relativo para géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) en cada tratamiento.

Al analizar los resultados de abundancia diferencial de géneros bacterianos observamos que 17
ASVs mostraron una abundancia mayor en los suelos de campo natural, dentro de estos se
encontraron ASVs pertenecientes a Methyloligellaceae, Beijerinkiaceae y Anaeromixobacter, los
cuales tienen capacidades metabolicas vinculadas al ciclado de nutrientes. Por otro lado, en el

campo natural mejorado se observd una mayor abundancia relativa de 14 géneros, los cuales
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incluyeron algunos géneros que cumplen procesos en el ciclado de Nitrégeno, como Nitrospira, y

otros vinculados a la acumulacion de fosforo, como Microtrichaceae y Microlunatus.

3.3.2.3 Andlisis de redes de correlacion a partir de datos de microbioma de
suelo luego de la sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo

A partir de los datos de microbioma obtenidos de estos ELPs, que evaluan el efecto de la
sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo, se construyeron redes de correlacion, en
particular se buscé determinar qué géneros bacterianos se encuentran asociados a géneros HMA
correlacionando en su abundancia a través de las diferentes muestras obtenidas para estos ELPs.
La red bipartita generada a partir de los datos de campo natural contd con un total de 152 nodos y
200 aristas, con un diametro de 8 y un paso medio de 2.93, lo cual da cuenta de la estructura
compleja de esta red. Para este tratamiento se lograron detectar 11 géneros pertenecientes a HMAs
dentro de los cuales se destacan Rhizophagus, Nanoglomus, Archaeospora'y Kamienskia como los

nodos con mayor grado dentro de la red (Figura 3.10).

A su vez, dentro los géneros bacterianos que correlacionaron significativamente con hongos
micorricicos detectamos algunos clasificados como Azospirillales, Azohydromonas 'y
Mesorhizobium, los cuales son conocidos por su capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. Al
analizar otras caracteristicas de los géneros bacterianos correlacionados con HMAs, detectamos
que un 56% de estos géneros han sido reportados como endoéfitos de plantas, esto se encuentra
descripto en mayor detalle en la Tabla Suplementaria S3 (ver Anexos). Ademads, se puede observar
que 53 nodos bacterianos tienen un grado mayor a uno en esta red, por lo cual correlacionan con
mas de un nodo HMA, aumentando la conectividad de la red generada a partir de los datos de
campo natural. Dentro de estos nodos se encuentran géneros estudiados por su capacidad de

mejorar el crecimiento vegetal como Azohydromonas 'y Mesorhizobium.
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Figura 3.10. Redes bipartitas de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y bacterias correlacionadas en las muestras
obtenidas del tratamiento de sobresiembra de leguminosas y adicion de foésforo en el campo natural y de campo natural.
Los nodos HMA se muestran en rojo, los nodos bacterianos en azul y los nodos de géneros endofitos en color verde
claro.
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Por otra parte, al observar la red generada utilizando datos de microbioma de suelos bajo
mejoramiento de campo natural, por sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo, se detectd
que la complejidad estructural de la red es menor que la obtenida para campo natural (Figura 3.10).
La red generada cuenta con 118 nodos unidos a través de 112 aristas, tiene un didmetro de 4 y un
paso medio de 2.39. Dentro de los nodos pertenecientes a HMAs se destacaron los géneros
Septoglomus, Paraglomus y Ambispora, los cuales se encuentran unidos con 61, 15 y 11 nodos
bacterianos respectivamente. A pesar de que existe cierta similitud estructural entre las redes
generadas para ambos tratamientos, detectamos que unicamente se mantuvieron 6 conexiones
entre nodos bacterianos y de HMAs, lo cual sugiere un importante cambio en la identidad y
funcionalidad de estas asociaciones simbidticas. En el caso de la red de sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo 38% de los géneros bacterianos tuvieron algun reporte como
endofito de plantas, un nimero sensiblemente menor comparado a la red generada con datos de

campo natural.

3.3.3 Implantacion de pasturas perennes

3.3.3.1 Comunidades Fungicas del suelo luego de la implantacion de
pasturas perennes

Al analizar el microbioma de las muestras obtenidas de ELPs que incluyeron sustitucion de campo
natural por pasturas perennes se logrd observar que la composicion de las comunidades fungicas
se encuentra dominada por el Phylum Ascomycota, seguida por Mortierellomycota los cuales son
comunmente encontrados en suelos (Figura 3.11). Dentro de estos Phylum los géneros con mayor
prevalencia, obtenidos a partir del analisis de microbioma core, fueron Fusarium, Purpureocillium,
Alternaria y Clonostachys. La estructura observada de las comunidades fingicas, a nivel de
Phylum, se mantuvo consistente entre los diferentes sitios y tratamientos. Por su parte, las medidas
de diversidad alfa mostraron diferencias significativas entre tratamientos, se observo que las
muestras obtenidas de pasturas en Glencoe mostraron una riqueza de géneros menor en
comparacion con otras muestras. Este efecto, consistente para todas las muestras tomadas del
mismo sitio y tratamiento, podria estar dado por variables no atribuidas a la implantacion de
pasturas, dado que esta parcela no pertenece a un ELP, por lo cual tiene algunas variables no

estandarizadas respecto a su control de campo natural, como puede ser la intensidad de pastoreo.
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Figura 3.11. A) Composicion de la comunidad fungica a nivel de Phylum, se muestran promedios de abundancia
relativa por sitio y uso del suelo. B) Grafico de cajas de Alfa diversidad de comunidades fingicas expresada como la
riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por usos del suelo evaluados, donde NG corresponde a campo natural
y Pasture a pasturas perennes. C) Analisis de Beta diversidad de las comunidades de hongos, se observa un NMDS
obtenido a partir de las distancias de Bray-Curtis para la composicion de las comunidades fiingicas de cada el color
indica el tratamiento y la forma el sitio de cada muestra. D) Grafico de barras mostrando el cambio relativo para
géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) en cada tratamiento.

En el analisis de diversidad beta, se observaron agrupamientos en los ELPs de INIA Treinta y Tres
y SUL, con una menor influencia del uso del suelo. En Glencoe, sin embargo, las muestras de
pasturas se distanciaron de las de campo natural, lo que también sugiere una diferencia estructural
significativa entre estos tratamientos y que puede vincularse con los cambios observados en alfa
diversidad.
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Al comparar la abundancia diferencial de géneros, se evidencid que en el campo natural més de
40 géneros fungicos tuvieron una abundancia relativa mayor comparado a las muestras obtenidas
de pasturas perennes (Figura 3.11 D). Dentro de estos, destacaron los géneros Serendipita, Tuber
y Archaeorhizomyces los cuales se asocian a hospederos vegetales y podrian ser afectados por
cambios en la cobertura vegetal del suelo. En las pasturas fertilizadas, se detectaron abundancias
relativas menores de estos géneros, con una disminucion particularmente notable del género
Serendipita. Ademas, las comunidades fungicas secuenciadas a partir de suelos con cobertura de
pasturas perennes presentaron una mayor abundancia de algunos hongos micorricicos arbusculares
como Funneliformis y Paraglomus. Estos hongos simbiotrofos han sido asociados a la mejora en
la eficiencia de uso de fosforo y en la adaptacion a estrés abiotico por parte de sus hospederos
vegetales. Al analizar el agrupamiento de géneros fungicos en modos troficos, se observd una
mayor abundancia de simbidtrofos facultativos en el tratamiento de campo natural, ejemplos de
este tipo de hongos son los géneros Serendipita y Archaeorhizomyces nombrados anteriormente

(Figura 3.12).
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Figura 3.12. Grafico de barras con el cambio relativo en la abundancia de gremios fingicos agrupados en modos
tréficos utilizando la base de datos FUNGuilds. Las barras azules muestran mayor abundancia en suelos de pasturas
sembradas, mientras que las verdes muestran mayor abundancia en campo natural (FDR<0.25).

3.3.3.2 Comunidades Bacterianas del suelo luego de la implantacion de
pasturas perennes

El analisis de bacterioma core de los ELPs que se utilizaron para evaluar los cambios generados
por la implantaciéon de pasturas perennes mostro 30 ASVs presentes en todas las muestras,
incluyendo tres del género Bacillus, asi como ASVs pertenecientes a los géneros Bradyrhizobium
y Acidothermus (Figura 3.13). Los géneros que aparecen con mayor prevalencia se repiten también

en otros sitios y tratamientos analizados.

En el analisis de composicion de comunidades bacterianas, se encontr6 que los Phylum dominantes
son Actinobacteriota, seguidos de Proteobacteria y Firmicutes. La mayor variacion entre
tratamientos fue la disminucion de Proteobacteria en las pasturas de Glencoe, aunque no se
detectaron cambios significativos en la diversidad alfa, con valores de riqueza que oscilaron entre

700 y 900 géneros por muestra (Figura 3.14 B).
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Figura 3.13. Analisis de géneros core en las comunidades bacterianas de suelos. El andlisis se realizé utilizando datos
de todas las muestras. En el eje de abscisas se muestran diferentes abundancias relativas a las cuales se puede detectar
cada taxon, mientras que el color de la celda indica la prevalencia obtenida con cada valor limite de abundancia.
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En el panel C de la Figura 3.14 se observa el andlisis de la diversidad beta a través de un NMDS,
el cual mostré agrupamientos de las muestras por ELP. A su vez, las muestras obtenidas del ELP
establecido en INIA Treinta y tres (TT) mostraron una mayor dispersion que las muestras
obtenidas de los otros ELPs. Por otra parte, las muestras provenientes de suelos con pasturas
implantadas se encuentran mas cercanas entre si que las de campo natural. Este efecto podria estar
vinculado a la implantacion de pasturas lo cual podria generar una homogeneizacién de las
comunidades microbianas. En muestras obtenidas de campo natural, los géneros Dokdonella,
Pseudoarthrobacter y algunos miembros del Phylum Actinobacteriota como Nakamurella,
Terrabacter, Kribbella y Lamia presentaron una mayor abundancia relativa. En las pasturas, se
detect6d una mayor abundancia de géneros degradadores de compuestos organicos complejos como
Alistipes, Dactylosporangium,y ASVs correspondientes a familias como Pseudonocardiaceae. La
presencia de Methyloligellaceae, Thermoleophilaceae, y otros géneros anaerobios como
Anaeroplasma y Desulfobacterota sugiere una posible actividad de metilotrofia y ciclado activo

de nutrientes bajo condiciones de anoxia.

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 80



A B
B Acidobacteriota Bacteroidota [0 Firmicutes Myxococcota Proteobacteria 1000
N Actinobacteriota WM Chloroflexi W Gemmatimonadota WM Planctomycetota 00 Verrucomicrobiota —_—

900 s
° A ]
GL suL TT A"
800 | S—— L] |
L]

700

Phylum

Observed

1.00-

0.75-
NG Pasture

Tratamiento

0.50-

Micrococcaceaclimm
Dokdonell2By
Comamonadaceaciii
Flavobacteriaceacliii
Catenulisporali
Pseudarthrobacteri

Abundancia Relativa

0.25-

Aestuariicoccu:
lamiZ .
Acidimicrobiaceacliimm
Persicirhabdusiis
Sporosarcin
Microbacteriaceachiiii
Sva0996_marine_groy,
Tratamiento Nakamurellzm
Kribbelizmm
c Actinocoralliziim
Streptomycesiiim
Bifidobacteriurmiiiis
Terrabacteriim
Stappiaceacliil
Tropicibacteriill
Luminiphilusiill
041 Litorimicrobiu
Malaciobacte/ill
Flavimaricol:
Tratamiento M xanthobacteraceae
® NG W Micromonosporaceae
Bl Dactylosporangium

I Granulicella
B Gemmataceae
Sitio W Acidobacteriaceae_.Subgroup.
A\ istipes
® Gl [ Subgroup_2
A sUL I Amylibacter
I Desulfobacterota
[ | u | T Methyloligellaceae
041 Hamadaea
Luedemannella
I Risungbinelia
Pedomicrobium
I Pseudonocardiaceae
I XE5
n 25512
_Subgmup_!? .
4

0.00-

I
'
o
=z

N
Pasture

-@ Pasture

0.04

NMDS2

-0.8+4 . T '
- -4

0
NMDS1 log2FC

Figura 3.14. A) Composicion de la comunidad bacteriana a nivel de Phylum, se muestran promedios de abundancia
relativa por sitio y uso del suelo. B) Grafico de cajas de Alfa diversidad de comunidades bacterianas expresada como
la riqueza de géneros en cada muestra y agrupada por uso del suelo, donde NG corresponde a campo natural y Pasture
a pasturas permanentes. C) Analisis de Beta diversidad de las comunidades de bacterias, se observa un NMDS
obtenido a partir de las distancias de Bray-Curtis para la composicion de las comunidades microbianas de cada el color
indica el tratamiento y la forma el sitio de cada muestra. D) Grafico de barras mostrando el cambio relativo para
géneros con abundancia diferencial (FDR<0.15) en cada tratamiento.
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3.3.3 Analisis de redes de correlacion a partir de datos de microbioma de suelo
luego de la implantacion de pasturas perennes
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Figura 3.15. Redes bipartita de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y bacterias correlacionadas en las muestras
obtenidas del tratamiento de implantacion de pasturas perennes y de campo natural. Los nodos HMA se muestran en
rojo, los nodos bacterianos en azul y los nodos de géneros endoéfitos en color verde claro.
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El andlisis de redes bipartitas de las comunidades microbianas presentes en pasturas sembradas
mostrd que el grafo generado contd con un total de 129 nodos, de los cuales 9 pertenecieron a
hongos micorricicos y 120 a diferentes géneros bacterianos (Figura 3.15). Estos géneros
correlacionan de manera positiva en su abundancia relativa con los diferentes HMAs a los que se
encuentran conectados. Dentro de los nodos de HMAs destaca el género Glomus, el cual
correlaciond con 43 géneros bacterianos, esto da cuenta de su amplia distribucion e importancia
en este tipo de ambientes. A su vez, el nodo correspondiente al género Paraglomus presentd un
valor de grado de 25 en esta red, indicando una correlacion positiva en su abundancia con 25
géneros bacterianos, dentro de los cuales 21 presentaron reportes de establecimiento como
endofitos vegetales. Ademads, resulta interesante analizar que los géneros Acaulospora y
Septoglomus tuvieron el mismo grado en la red, pero también correlacionaron con los mismos 18
géneros bacterianos, seria interesante conocer si existen reportes de co-habitacion de estos hongos
en un mismo hospedero vegetal, lo cual podria dar cuenta de esta estrecha relacion entre HMAs y
su microbioma asociado. En el total de los nodos que componen la red 59 nodos bacterianos
corresponden a géneros que se han reportado como enddfitos, esto da cuenta de un importante

tropismo de este tipo de bacterias por la asociacion con HMAs.

Por otro lado, al analizar las redes de correlacion bipartitas generadas con la misma metodologia
a partir de las muestras de campo natural obtenemos una red con un total de 124 nodos unidos por
137 aristas. Dentro de los 10 nodos pertenecientes a HMAs se encontrd una distribucion del grado
mas uniforme con el género Glomus como nodo con mayor grado, el cual correlacioné con 29
géneros bacterianos. A su vez, el género HMA Microdominikia correlacion6 de manera
significativa con 21 géneros bacterianos. Dentro de esta red, 7 de los 10 géneros de HMAs se
encontraron conectados compartiendo uniones con al menos un nodo bacteriano esto impacta en
la estructura de la red generando un valor de didmetro de 8, comparado con un valor de diametro
de 6 en la red generada con datos de pasturas. A su vez, para esta red se encontr6 que algunos
géneros bacterianos llegaron a correlacionar con 3 géneros HMA diferentes, es el caso de
Rhodomicrobium y Hamadaea los cuales tienen un grado de 3 y mayor betweenness que el resto
de los géneros bacterianos encontrado en esta red. Por tltimo, un 54% de los nodos bacterianos
cuentan con reportes de endofitismo en plantas, de hecho, todos los nodos de esta red cuentan con

alguna correlacion con endofitos salvo el género de HMA Nanoglomus el cual tiene un grado de
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2 y se encuentra asociado a las bacterias mlel-17 y Pedosphaeraceae que habitan el suelo

rizosférico.

3.4 Discusion

3.4.1 Efectos de la fertilizacion del campo natural
3.4.1.1 Efectos de la fertilizacion sobre comunidades fungicas de suelos

La prevalencia del Phylum Ascomycota en suelos de campo natural, tanto en presencia como
ausencia de fertilizacion, es coherente con estudios previos que describen la adaptabilidad de este
grupo a diferentes condiciones ambientales (Chao, et al 2022). Por otro lado, algunos trabajos
publicados muestran al Phylum Mortierellomycota como uno de los méas abundantes en pasturas
lo cual ha sido vinculado con estrategias de adaptacion a condiciones ambientales cambiantes,
como la sequia (Lavallee, et al 2024), en nuestro conjunto de datos observamos que este Phylum
también tiene una alta abundancia en pasturas incluso mayor a la del Phylum Basidiomycota. A su
vez, se ha descripto que diferentes Phyla codifican repertorios de enzimas diferentes donde
Ascomycota destaca por su capacidad de degradar una amplia variedad de compuestos lo cual
mejora su adaptabilidad metabdlica respecto a otros Phyla (Manici, et al 2024). Dentro de
Ascomycota hemos encontrado una alta prevalencia de ASVs pertenecientes a los géneros
Fusarium, Alternaria y Cladosporium en el micobioma core de los ELPs que comparan la
fertilizacion del campo natural. Dichos géneros han sido clasificados previamente dentro de los
filotipos con mayor prevalencia en suelos a nivel global. Se ha demostrado que la amplia
distribucion de estos filotipos se encuentra dada por un amplio repertorio de determinantes de
tolerancia a diferentes tipos de estrés y su gran capacidad de dispersion, siendo comunmente

encontrado en muestras aéreas (Egidi, et al 2019).

Por otra parte, en campo natural observamos una abundancia mayor del género Clitocybe, el cual
se encuentra dentro del Phylum Basidiomycota, este saprofito tiene la capacidad de degradar
selectivamente la lignina, un polimero recalcitrante en restos vegetales parcialmente
descompuestos, lo cual se puede vincular a un proceso de sucesion en la descomposicion de

material vegetal (Osono, et al 2011). Este resultado se condice con la mayor abundancia relativa
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de géneros saprotrofos en campo natural sin fertilizacion inorganica, reportadas en este estudio y

que pueden aportar al reciclado activo de carbono en el suelo.

Por otra parte, la presencia de géneros que pueden establecer asociaciones micorricicas con plantas,
como Paraglomus y Serendipita, en las muestras obtenidas de campo natural confirman la
tendencia observada en estudios previos, donde la disponibilidad de nutrientes, particularmente el
fosforo, modulan el establecimiento de estas asociaciones simbiodticas con raices de plantas
(Treseder, 2015; Leff et al., 2015). Se ha determinado que en este sistema participa la via de
respuesta a carencia de fosfatos (PSR: Phosphate Starvation Response), la cual, entre otros efectos,
regula la inmunidad de la planta permitiendo la colonizacion radicular por hongos simbiotrofos
(Zhang, et al 2024). En este caso, la mayor abundancia de géneros HMA determinados en campo
natural podria estar dado por una menor concentracion de fosforo disponible en el suelo. El
establecimiento de la simbiosis planta-HMA permite un mayor desarrollo de micelio de este tipo
de hongos, dado que son simbiodtrofos obligados, y por lo tanto aumenta la abundancia de estos
géneros en este uso del suelo. Esta observacion se condice con los resultados obtenidos en este

trabajo al utilizar la base de datos FUNguilds, que agrupa los diferentes géneros en modos tréficos.

En este sentido, utilizando muestras obtenidas de pastizales en Uruguay y sur de Brasil, Michelini,
et al. (2025) han descripto que el establecimiento de este tipo de asociaciones toma un rol
fundamental como estrategia de adquisicion de fosforo, sin embargo, la prevalencia de esta
estrategia es dependiente de la concentracion de P disponible en suelos. A su vez, en dicho trabajo
se identificaron las familias de plantas Poaceae, Asteraceae, Fabaceae y Apiaceae como
hospederos de micorrizas en pastizales. Dentro de estas familias se destacan las especies Setaria
parviflora, Paspalum notatum, Axonopus fissifolium y Symphiotricum squamatum las cuales han

sido reportadas con alta micorrizacion en campo natural (Michelini, et al 2025).

Por su parte, en esta tesis se reporta la presencia de hongos que también pueden formar
asociaciones con plantas y establecerse como endofito de raiz, como el género Serendipita. Este
género se encuentra dentro del orden Sebacinales, la especie mas estudiada dentro del género es
Serendipita indica (Ex. Piriformospora indica), la cual fue aislada del desierto Rajasthan (Verma,
et al 1998) y ha sido encontrada como endofito de raiz de una amplia diversidad de hospederos

(Weib, et al 2016). Sin embargo, se ha determinado que la especie Serendipita herbamans es
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prevalente en pasturas y cultivos (Riess, et al 2014). Este género endoéfito ha sido descripto como
promotor del crecimiento vegetal a través de la captacion y transporte de fosforo a sus hospederos,
especialmente en condiciones de baja disponibilidad de Fésforo (Rong, et al 2023). Los suelos de
pastizales en Uruguay, y los muestreados en este trabajo en particular, tienen bajo contenido de P
disponible (Brayl), por lo cual hongos del género Serendipita parecen tener éxito en estos
ambientes y podrian ser otra de las estrategias utilizadas por las plantas para la captacion de fosforo

en campo natural.

En este sentido, también se han determinado los mecanismos a través de los cuales la colonizacion
por Serendipita induce la tolerancia al estrés por sequia, en este caso la modulacion de
fitohormonas y la induccion de sistemas antioxidantes en la planta hospedera disminuye los dafios
causados por ROS en dichas condiciones (Jangir, et al 2021), este mecanismo puede ser importante
en un contexto de cambio climatico, donde las sequias han sido prevalentes en Uruguay durante
los ultimos afios (Goyenola, G. 2023). A su vez, se ha determinado que la inoculacion de este
género en combinacion con micorrizas induce resistencia al damping-off causado por Fusarium
spp., lo cual puede ser determinante en nuestros suelos, dada la alta prevalencia de Fusarium en
todos los suelos y condiciones muestreados (Hallasgo, et al., 2022). Dados los mecanismos
mencionados, este género es promisorio y estudiado como principio activo para el desarrollo de
bioestimulantes de cultivos agricolas, pero también podria ser tenido en cuenta en intentos de

regeneracion de pasturas degradadas (Saleem, et al., 2022).

Por otra parte, la abundancia de géneros patdégenos como Fusarium y Colletotrichum en suelos
fertilizados sugiere un cambio funcional en la comunidad fingica, alinedndose con reportes que
documentan un aumento de patdégenos en suelos fertilizados (Semenov, et al., 2022; Karunarathna
et al, 2021). El género Colletotrichum ha sido estudiado como patdégeno en pasturas, varias
especies de este género logran infectar diferentes 6rganos vegetales utilizando las raices como
punto de entrada. Este hongo también logra establecerse de manera saprofitica en tejido vegetal
muerto lo cual constituye una ventaja al permitir una mayor persistencia en suelos (Bhunjun, et al.

2021).

El cambio en la abundancia relativa de patétrofos y simbidtrofos también concuerda con estudios

globales sobre praderas, que evidencian la disminucion de hongos micorrizicos en suelos
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fertilizados y un aumento de patotrofos. Dicho cambio en grupos funcionales puede afectar la
productividad vegetal a largo plazo (Isbell et al., 2013), pero también podria estar involucrado en
el desacople entre diversidad vegetal y estabilidad productiva observado en pastizales fertilizados
(Hautier, et al., 2020). Este podria ser uno de los mecanismos que explican lo observado en analisis
que utilizan pastizales de nuestra region, donde reportan que la adicion de fosforo no tuvo un gran
incremento en la productividad primaria neta de las mismas (Cardozo, et al 2024). De la misma
forma, algunos estudios utilizando especies patogenas del género Fusarium han permitido
demostrar el rol de los hongos patdégenos en disminuir la biomasa de algunas especies vegetales,
como Lolium perenne o Trifolium reppens, en pasturas sembradas y el rol benéfico que pueden
llegar a cumplir los HMA y el micobioma benéfico en la supresion de patégenos fungicos y en el

aumento en la productividad final de pasturas (Zhang, et al. 2023).

3.4.1.2 Efectos de la fertilizacion sobre comunidades bacterianas del suelo

Al analizar las comunidades bacterianas de campo natural y sus pares fertilizados se observa una
alta prevalencia del género Bradyrhizobium en campo natural. Este género podria estar implicado
en la simbiosis con leguminosas nativas como Desmodium incanum, lo cual ha sido reportado a
partir de muestras tomadas en Brasil (Silva et al., 2020) y recientemente también en Africa (Adan,
et al. 2024). A su vez, existen indicios de que esto podria ocurrir también en plantas tomadas en
Uruguay (Crosa, et al. 1999). El género Bradyrhizobium ha tenido gran prevalencia en todo el
conjunto de datos generado en esta tesis. También, la presencia de Mesorhizobium abre la
posibilidad de interacciones simbioticas con otras leguminosas, como se sugiere en Laranjo et al.
(2014). Seria de interés ahondar en la coleccion de nodulos y aislamiento de cepas bacterianas,
para lograr constatar la participacion de estos géneros de rizobios en la nodulacion de leguminosas

nativas presentes en campo natural.

La disminucion de géneros fijadores de nitrégeno como Azospirillales y Anaeromyxobacter en
suelos fertilizados coincide con observaciones previas donde se reporta que la fijacion bioldgica
de nitrogeno disminuye en presencia de fuentes externas de nitrégeno (Marques et al., 2017;
Smercina et al., 2019). Para este proceso, la forma en que se encuentra el nitrogeno en el suelo
juega un rol importante, se conoce que el amonio (NH4"), como producto directo de la fijacion

bioldgica, inhibe la sintesis de la nitrogenasa dado el alto costo metabolico del proceso de FBN
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(Smercina et al., 2019). Por otro lado, el aumento de géneros como Nitrospira y Rubrivivax implica
una mayor conversion de NH4™ a NOs2, lo cual puede reducir la eficiencia en el uso de nitrégeno,
favoreciendo la pérdida de este nutriente en suelos fertilizados. La utilizacion de urea supone un
aumento en la disponibilidad de amonio en el suelo, esto podria implicar que aquellos géneros que
utilizan amonio aumenten su abundancia. El rapido pasaje de NH4" a NOs ha sido documentado
en suelos agricolas (Quan, et al 2017), donde hemos observado que también existe un aumento
diferencial del género Nitrospira. Una fraccion importante del N agregado al suelo a través de
fertilizantes tiene como destino final los cursos de agua, por lo cual, la transformacion de amonio
en nitrato, el cual tiene una gran solubilidad en agua, puede tener un impacto ambiental

considerable (Sebilo, et al. 2013).

Por ultimo, a nivel bacteriano, el agregado de fosforo inorganico al suelo podria desencadenar la
acumulacion de polifosfatos como granulos de polifosfatos en el citoplasma. El aumento en la
abundancia relativa de miembros de la familia Gematimonadaceae, sugiere una posible

implicacion en la eficiencia de uso de fosforo en estos suelos (Zhang et al., 2003).

3.4.1.3 Efectos de la fertilizacion sobre las redes de correlacion

Las redes de correlacion entre HMAs y bacterias podrian ser utilizadas para detectar asociaciones
especificas entre bacterias y hongos micorricicos. Las interacciones entre HMAs y bacterias del
suelo pueden influir significativamente en la simbiosis micorricica, modulando tanto la
colonizacion fungica como la respuesta de la planta hospedera. Se ha documentado que ciertas
bacterias asociadas a HMA, conocidas como Mycorrhiza Helper Bacteria (MHB), pueden mejorar
la germinacion de esporas y la formacion de micelio extrarradical, facilitando la colonizacion de
laraiz por los hongos (Frey-Klett et al., 2007). Ademas, se ha observado que estas bacterias pueden
inducir respuestas inmunolédgicas en las plantas que favorecen la estabilidad de la simbiosis
micorricica bajo condiciones de estrés (Calonne et al., 2022). Estas interacciones también pueden
estar mediadas por la produccion de hormonas y compuestos sefializadores como acido
indolacético y sideroforos, que favorecen la comunicacion entre los microorganismos y la planta

(Turrini et al., 2018).

En este trabajo, logramos utilizar redes de correlacion como herramientas analiticas que permiten

capturar cambios en el ensamblaje de comunidades microbianas a través de cambios en la
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abundancia de bacterias y hongos del suelo. En este sentido, es importante tener en cuenta la
metodologia utilizada para el calculo de las redes bipartitas de forma de no introducir sesgos en
las comparaciones realizadas. En este analisis se establecio un valor limite fijo de correlacion para
determinar la union entre dos nodos. Por lo tanto, el nimero de muestras utilizadas para calcular
el ranking de correlacion de Spearman, entre los tratamientos que se buscan comparar, debe ser
constante, de lo contrario se incurre en sesgos analiticos. Por ejemplo, un menor nimero de
muestras puede generar valores de correlacion (S) mayores y por tanto redes con mayor niumero
de nodos y links, aunque los cambios en la abundancia de taxones sean similares. Es por esto, que
las redes del conjunto de datos de fertilizacion presentan un menor nimero de nodos y links que
las de sobresiembra de leguminosas y adicion de P sobre campo natural o la implantaciéon de
pasturas perennes. Esto se debe a que el numero de muestras utilizadas para los ELPs de
fertilizacion en campo natural es mayor. Otra aproximacion utilizada muy recientemente, para
disminuir este tipo de sesgos, incluye la utilizacion de un rango de valores limite de correlacion
para la generacion de links entre nodos. Esto permite generar multiples redes para cada tratamiento
y estudiar si los patrones estructurales de dichas redes son consistentes dentro del rango de valores

limite estudiados (Markfeld, et al., 2025).

Dentro de los resultados del andlisis de redes bipartitas se observa que los datos de campo natural
generan redes mas complejas que los datos de campo natural fertilizado. Esto se observé en el
numero de nodos que componen la red, donde se encuentra mayor numero de nodos que
corresponden a HMAs, pero también mayor numero de nodos bacterianos. A su vez, el paso medio
de lared y la modularidad calculada fueron mayores para la red de campo natural. Seria interesante
determinar si al disminuir la diversidad y riqueza del bacterioma asociado a HMAs disminuye la
funcionalidad de la simbiosis establecida con plantas. Algunos de los géneros asociados a HMAs
en datos de campo natural han sido estudiados por su capacidad de promover el crecimiento vegetal,
incluso vinculados a la mejora en la absorcion de nutrientes poco moviles en el suelo como el
fosforo (Saeid, et al 2018; Gomez-Ramirez, et al 2021; Vitorino, et al. 2024). En el caso de los
géneros Lysinibacillus y Bacillus ambos pierden su correlacion con HMAs a partir de la
fertilizacion del suelo. Este ultimo género ha sido reportado como MHB en multiples estudios y
es uno de los géneros que nos aporta evidencias de estar detectando asociaciones especificas entre

HMAs y MHBs a partir del andlisis de redes (Frey-Klett, et al 2007).
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3.4.2 Efectos de la sobresiembra de leguminosas y adicion de
fosforo en campo natural

3.4.2.1 Efectos de la sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo
sobre las comunidades fungicas del suelo

La predominancia de Ascomycota en todas las muestras del tratamiento de campo natural mejorado
con leguminosas y fosforo es consistente con estudios previos que indican que este Phylum es
comun en suelos. Esto fue discutido en la seccion anterior y parece repetirse en diferentes usos del
suelo. Por otra parte, la deteccion de géneros de hongos como Archaeorhizomyces y Serendipita
en mayor abundancia en el campo natural coincide con investigaciones que destacan su rol como
endofitos de raiz y promotores de resistencia al estrés abiotico (Baba, et al. 2024; Jangir et al.,
2021). En particular, por los resultados obtenidos en la seccion anterior observamos que el género
Serendipita parece responder negativamente a la fertilizacion, esto sugiere que la adicion de
fosforo que ocurre en el mejoramiento de CN podria limitar su abundancia. Detrds de esta
observacion podrian estar actuando los mismos mecanismos reportados que para la simbiosis con
HMAs, donde la respuesta a escasez de P actia a nivel de plantas, a través del sistema PSR,

facilitando el establecimiento de simbiosis con la raiz del hospedero vegetal (Zhang, et al. 2024).

Por otro lado, se detecto la presencia de mayor abundancia relativa de algunos géneros patdégenos
de plantas como Fusarium, Sarocladium y Didymella en el tratamiento con sobresiembra de
leguminosas, esto podria reducir el crecimiento vegetal, especialmente en contextos de estrés para
las plantas (Bigirimana et al., 2015; Luo et al., 2024; Nikitin et al., 2023). Por otra parte, el aumento
en la abundancia relativa de los géneros micorricicos Paraglomus y Rhizophagus llama la atencion,
debido a que en comparaciones anteriores hemos discutido que la eficiencia de establecimiento de
la simbiosis depende de la disponibilidad de fosforo en el suelo. En este caso, los tratamientos con
leguminosas son suplementados con fosforo lo cual indicaria a priori una disminucion en el
establecimiento de la simbiosis planta-HMA. Sin embargo, el aumento en la abundancia de este
tipo de hongos podria estar asociado a la sobresiembra de algunas especies de leguminosas en este
tratamiento. Se ha documentado que géneros como Trifolium reppens son buenos hospederos de
HMAs lo cual permitiria mantener la abundancia de estos hongos en suelos mejorados (Zaixing,
et al. 2024). A su vez, Lotus tenuis también ha sido reportado como un muy buen hospedero de

HMAs, manteniendo una gran diversidad mas alla de cambios en propiedades del suelo (Garcia,
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et al. 2023). De la misma forma, la especie Lotus corniculatus ha sido estudiado como hospedero
de HMAs (Zhang, Q. et al 2024), por lo cual vemos la gran capacidad de formar asociaciones
micorricicas que tienen estas leguminosas. Esto indicaria que las especies de HMAs que tengan la
capacidad de establecer asociaciones simbidticas con estas leguminosas lograran aumentar su
abundancia en suelos bajo mejoramiento de campo natural. A su vez, esta simbiosis podria ser
beneficiosa, favoreciendo el uso eficiente de fosforo y mejorando la retencion de carbono en el
suelo, como se ha visto en estudios que implican al género Rhizophagus y sus asociaciones en

ambientes manejados (Fornara et al., 2020; Garcia I. et al., 2023; Boldt-Burisch et al., 2017).

Sin embargo, el incremento de géneros especificos de HMAs contrasta con la disminucion en la
abundancia de simbidtrofos reportada en el tratamiento de campo natural mejorado. Si bien los
HMAs no son los Unicos géneros simbdtrofos existentes, esta observacion esta alineada con otros
estudios en los que se reporta, a través del analisis de acidos grasos de fosfolipidos en suelos, que
el mejoramiento de campo natural disminuye la abundancia de HMAs (Azziz et al., 2023).
Incorporando esta informacion se podria especular que el aumento de géneros HMAs en suelos
bajo mejoramiento corresponde a aquellos capaces de establecer simbiosis con las leguminosas
sobresembradas, sin embargo, la adicion de fosforo en este tratamiento genera una regulacion
negativa a nivel de hospedero vegetal en la formacion de este tipo de simbiosis y por tanto se
observa una disminucion generalizada en la abundancia de hongos simbiotrofos de raiz. Por otra
parte, la mayor abundancia de géneros saprotrofos registrados en suelos de campo natural podria
estar vinculada a un mayor contenido de materia organica en estos suelos, lo cual sustenta el papel
de la comunidad fungica en la descomposicion y reciclaje de compuestos carbonados,

especialmente aquellos considerados recalcitrantes (Gryndler, et al. 2003).

3.4.2.2 Efectos de la sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo
sobre las comunidades bacterianas del suelo

Al analizar las comunidades bacterianas se detectd una alta prevalencia de Bradyrhizobium en
suelos de campo natural, nuevamente sugiere una posible simbiosis con leguminosas nativas,
similar a lo reportado para Desmodium incanum en el sur de Brasil (Silva, et al., 2020). Este
hallazgo subraya la importancia de las leguminosas en el campo natural y plantea la posibilidad de
una relacion simbiotica que permite el ingreso de nitrogeno a estos suelos a través de la fijacion
biologica. El patron de abundancia diferencial de géneros bacterianos entre tratamientos refleja

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 91



como el manejo del suelo y la fertilizacion influyen en la comunidad bacteriana. La mayor
presencia de géneros como Anaeromyxobacter en el campo natural podria estar relacionada con la
necesidad de una mayor fijacién de nitrogeno en suelos no fertilizados (Masuda Y. et al., 2020).
Por otro lado, la abundancia de Nitrospira en suelos mejorados coincide con estudios que
relacionan la actividad de este género con la nitrificacion completa en presencia de amonio elevado,
tipico en suelos fertilizados (Feng, et al., 2024). En este caso, la fertilizacién no es nitrogenada,
seria interesante conocer si la disponibilizacion de nitrogeno a partir del proceso de FBN, también
determina una mayor abundancia del género Nitrospira mediante aumento en la concentracion de
NH4". La actividad de oxidacién completa de amonio a nitrato por este género es particularmente
relevante en contextos agricolas, donde la disponibilidad de nitrogeno afecta el rendimiento de

cultivos.

La identificacion de la familia Microtrichaceae y el género Microlunatus en suelos de campo
natural mejorado, ambos conocidos por su capacidad de acumular polifosfatos, es muy relevante
en el contexto de eficiencia de uso de este nutriente (Kawakoshi et al, 2012). Los organismos que
acumulan este nutriente en microgranulos se denominan PAO (Polyphosphate accumulating
organism), estos acumulan polifosfato inorganico para utilizarlo como donador de electrones
posteriormente en la cadena respiratoria (Chen, et al. 2024). Se han reportado bacterias que
cumplen esta funcioén en suelos, principalmente del género Pseudomonas, y se ha estudiado su
capacidad para aliviar el estrés salino en plantas (Srivastava, et al. 2022). Sin embargo, el fosfato
inmovilizado deja de estar disponible temporalmente como nutriente para las plantas, por lo cual
dichas bacterias podrian estar contribuyendo a la retencion de fosforo en el suelo, un factor
importante para la eficiencia de uso de fésforo (PUE) en suelos mejorados (Akbari, et al. 2021).
De hecho, este mecanismo podria vincularse a la baja eficiencia productiva reportada al
suplementar P al campo natural (Cardozo, et al. 2024). En este trabajo reportamos al género
Microlunatus como uno de los representantes de este gremio funcional en suelos de campo natural
mejorado. Seria interesante determinar la cantidad de este nutriente que puede ser inmovilizado a
través de este mecanismo, de forma de poder cuantificar el efecto de la presencia de estos
microorganismos en el suelo. La actividad de este tipo de bacterias da cuenta de que el
mejoramiento de campo natural no solo afecta el microbioma directamente, sino también los ciclos

de nutrientes clave para el crecimiento vegetal.
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3.4.2.3 Andlisis de redes bipartitas de suelos con sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo

Al observar los resultados presentados en redes bipartitas de correlacion para bacterias y hongos
observamos que ambos usos del suelo generan redes que tienen una gran cantidad de nodos. La
red bipartita generada a partir de datos de campo natural contiene 152 nodos conectados por 200
aristas, 11 de los cuales corresponden a HMAs, mientras que la red generada a partir de datos de
mejoramiento de campo natural contiene 118 nodos unidos por 112 aristas, de los cuales 10
corresponden a HMAs. De esta forma, el paso medio de la red de campo natural es del doble del
campo natural mejorado. Todo esto da cuenta de que la red de correlacion de HMAs en campo
natural tiene una estructura de mayor complejidad que la de mejoramiento. El empobrecimiento
de las comunidades micorricicas en campo natural con sobresiembra de leguminosas y P, ya ha
sido reportado para Uruguay y condicen con los resultados obtenidos en analisis previos (Azziz,
et al 2023). Uno de los mecanismos que podrian explicar este efecto seria el cambio en las
comunidades vegetales generados por el tratamiento de sobresiembra de leguminosas y fosforo,
este ha sido ampliamente reportado para nuestro pais (Lezama, et al. 2024). En particular, la
invasion de especies vegetales exoticas, que no establecen simbiosis con HMAs, podria tener un
efecto importante en la interrupcion de redes micorricicas en el suelo de campo natural mejorado
(Garcia, et al. 2025). Este puede ser el caso de Cynodon dactylon, la cual ha sido reportada como
especie exdtica invasora en este tipo de manejos de intensificacion del campo natural (Pafiella, et
al. 2022). A pesar de que ambas redes presentan nodos HMAs similares entre si, solamente 6
asociaciones se mantienen incambiadas en ambas redes generadas, esto sugiere una remodelacion
del microbioma asociado a HMAs y por tanto de su funcionalidad. Dentro de las asociaciones que
se mantienen encontramos la correlacion entre Azospirillales 'y Rhizophagus, la
complementariedad en la disponibilizacidén de nutrientes por parte de estos microorganismos tiene
una implicancia importante en la productividad y estructura vegetal de los pastizales (Bauer, et al.
2012). Esto ha sido demostrado en particular para leguminosas en microcosmos donde la
productividad vegetal aumenta cuando participan en la simbiosis hongos HMA y bacterias

promotoras del crecimiento vegetal (Van der Heijden, et al. 2016)

Por otra parte, es importante destacar que en ambas redes mas del 40% de los nodos bacterianos

tienen reportes de establecimiento como endofitos vegetales. Esto podria indicar un tropismo de
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las bacterias endodfitas por su asociacion con hifas de HMA. Existe basta evidencia en diferentes
modelos vegetales sobre el efecto que ejerce la inoculacion con HMAs en el microbioma endofitico
de las plantas (Han, et al. 2023; Ujvari, et al. 2021; Lastovetsky, et al. 2022). Sin embargo, las
primeras publicaciones que discuten mecanismos a través de los cuales la colonizacion de plantas
por HMAs podria alterar el microbioma endofitico de plantas son muy recientes (Ujvari, et al.
2024). En este trabajo se detectd que el microbioma endofitico de plantas colonizadas por HMAs
es similar al microbioma asociado a los hongos HMAs que participan en la simbiosis. A su vez, se
discute que el microbioma asociado a esporas de hongos HMA podria migrar a través de las hifas
y de esta forma lograr establecerse de manera endofitica en plantas. Otro de los mecanismos
discutidos establece que los exudados producidos por hifas de HMA favorecen el crecimiento de
un microbioma especifico, el cual tendria ventajas para la colonizacion endofitica de los tejidos
vegetales. Por ultimo, los exudados de plantas e hifas podrian cambiar la fisiologia de las raices y
atraer un microbioma especifico durante el proceso de micorrizacion por HMAs. En este trabajo
pudimos determinar que la utilizacioén de redes de correlacion bipartitas generadas a partir de datos
de suelo permite detectar componentes del microbioma asociado a HMAs y que algunos de estos
géneros ya se han reportado previamente asociados a HMAs. Estos muestreos surgen directamente
del suelo y contintian reforzando la teoria de que las asociaciones micorricicas también incluyen
bacterias y que a su vez estas son importantes en ambos extremos de las hifas. Por un lado, aportan
funciones asociadas a la solubilizacion de nutrientes del suelo, pero también aportan funciones
dentro de la planta al establecerse como endofitas, entre las cuales se encuentra la resistencia a
enfermedades (Devi, et al. 2022), la fijacion de nitrégeno (Soumare, et al 2015) y la produccion

de fitohormonas que modulan el crecimiento vegetal (Qian, et al 2024).

3.4.3 Efectos de implantacion de pasturas perennes en campo
natural

3.4.3.1 Efectos de la implantacion de pasturas perennes sobre las
comunidades fungicas del suelo

Al analizar las comunidades fungicas de suelos con pasturas perennes y sus pares de campo natural
observamos algunas particularidades. En primer lugar, las diferencias observadas en la diversidad
alfa, medida a través de la riqueza de géneros fungicos en los distintos tratamientos, podrian

vincularse a la homogeneizacion de los residuos vegetales que entran al suelo en el tratamiento de
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pasturas. Las comunidades fungicas han sido reportadas como particularmente susceptibles a la
composicion de los restos vegetales que ingresan al suelo (Habtewold, et al 2020). Sin embargo,
debido a que algunos sitios de estos tratamientos no tenian algunas variables completamente
controladas no podemos atribuir inicamente a este factor los resultados obtenidos. Al observar los
resultados de beta diversidad entre tratamientos se observa que el sitio Glencoe muestra diferencias
importantes entre ambos tratamientos, en este caso el pastoreo entre tratamientos no se encuentra
estandarizado, y este factor ha sido reportado como muy influyente para las comunidades fiingicas

(Wu, et al. 2022).

Por otro lado, al analizar la abundancia diferencial de hongos entre tratamientos obtenemos que
mas de 40 géneros tienen mayor abundancia en campo natural, y solo 17 géneros se encuentran en
mayor abundancia en pasturas, esto en cierta forma se corresponde con los resultados obtenidos
para el analisis de alfa diversidad donde se encuentra menor riqueza en las muestras obtenidas de
pasturas. Dentro de los géneros que tienen cambios significativos en su abundancia destaca la
disminucion del género Serendipita, un hongo enddéfito de raices con un amplio espectro de
hospederos, este cambio se ha visto repetido en los tratamientos con adicion de fosforo, lo cual a
su vez es consistente con otros estudios que han documentado efectos negativos del fosforo
disponible en suelos sobre hongos que establecen simbiosis con raices vegetales (Rong et al., 2023).
Dentro del grupo de los endéfitos de raiz también detectamos mayor abundancia del género
Archaeorhizomyces en campo natural, el cual ha sido descripto como endoéfito de raiz. De hecho,
se discute si la simbiosis formada entre algunas especies vegetales y especies dentro del género
Archaeorhizomyces se podria categorizar como una micorriza ericoide (Baba, et al 2024). En estas
asociaciones se forman estructuras particulares como los rollos de hifas (coils) dentro de las células

de la raiz, que cumplen funciones similares a los arbtisculos en micorrizas arbusculares.

Por otro lado, estas asociaciones se forman unicamente con especies vegetales pertenecientes a la
familia Ericaceae, aunque se ha discutido la especificidad y exclusividad de estas asociaciones por
parte de los hongos simbiontes (Perotto, et al 2002), se encuentra ampliamente documentada la
mejora en la productividad de los simbiontes vegetales, esto ha hecho que se evaltie su uso como
bioestimulantes en la produccién de este tipo de plantas (Wei, et al 2022). El cambio en la
cobertura vegetal del campo natural debido a la sustitucion por pasturas sembradas puede haber

afectado a estos simbiontes. En este mismo sentido, otro de los géneros fingicos que tienen mayor
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abundancia en campo natural es el género Tuber, estos se conocen por su alto valor culinario y el
primer reporte para nuestro pais es bastante reciente del afio 2021, donde se encontraron trufas
blancas, de la especie Tuber maculatum, asociadas a montes de Pecan (Kuhar, et al 2024). A pesar
de que restaria conocer cudl es su hospedero vegetal en campo natural, la deteccién de hongos de
este género podria ser un valor agregado para este ecosistema en nuestro pais. Al analizar los datos
de campo natural hemos detectado diferentes hongos formadores de ectomicorrizas, este tipo de
simbiosis se encuentra ampliamente documentada en bosques y montes de diferentes especies
arboreas. Algunos de los sitios muestreados contienen cortinas de arboles que podrian ser
hospederos de estos hongos. Sin embargo, se ha estudiado que los niveles de colonizacion por este
tipo de hongos decaen rapidamente a escala de metros en paisajes de transicion entre bosques y
pasturas (Dickie & Reich, 2005). Seria interesante determinar si especies arbustivas presentes en
campo natural podrian actuar como hospederos de este tipo de hongos, lo cual ha sido reportado
previamente en otros contextos. En este sentido, América del Sur ha sido descripto como uno de
los continentes donde la diversidad de hospederos de ectomicorrizas se encuentra submuestreada

(Nara & Hogetsu, 2004; Tedersoo, et al., 2010).

El aumento en la abundancia de hongos micorricicos arbusculares en pasturas sembradas, como
Funneliformis y Paraglomus, podria estar relacionado con especies introducidas de plantas como
Trifolium repens y/o Festuca arundinaceae, conocidas por su capacidad de establecer simbiosis
beneficiosas con estos hongos (Liu et al., 2023; Zhang et al., 2018, Xu et al., 2024). Este hallazgo
es consistente con estudios que documentan la mejora en la eficiencia de uso de fésforo mediante
la colonizacién por hongos micorricicos (Thioub et al., 2019). Sin embargo, el aumento en la
abundancia de estos géneros micorricicos no genera un aumento en la abundancia de todos los
simbibtrofos presentes en pasturas, respecto a los existentes en campo natural. De hecho, se detecto
una mayor abundancia de simbidtrofos facultativos en campo natural respecto a las paturas

sembradas.

3.4.3.2 Efectos de la implantacion de pasturas sobre las comunidades
bacterianas del suelo

Las comunidades bacterianas de todo el conjunto de datos, estuvieron dominadas por especies del
género Bacillus y Bradyrhizobium, con tres ASVs de cada género, esto coincide con estudios que
sugieren la adaptacion de estos géneros a suelos con pasturas y su asociacion con leguminosas
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nativas (Silva et al., 2020). La alta prevalencia de tres ASVs que corresponden al género
Acidothermus, donde Acidothermus cellulolyticus es su principal representante, y su capacidad de
degradar celulosa contribuye al reciclaje de carbono en suelos, lo cual refuerza la importancia de
estos microorganismos en el reciclado de materia organica (Barabote et al., 2009). En el caso de
comunidades bacterianas no se detectaron cambios significativos en alfa diversidad. En el caso del
analisis de beta-diversidad se observa que las muestras se agrupan por sitio, y que existe una
homogeneizacion de la composicion de las comunidades microbianas a partir de la implantacion
de pasturas, dado que las muestras provenientes de este uso del suelo se encuentran hacia el centro
del espacio bidimensional. Este efecto ya ha sido reportado para la conversion de campo natural a
agricultura (Peng, et al. 2024). Se podria discutir que la suplantacién del campo natural por
pasturas sembradas conlleva manejos similares a la agricultura, dado que incluye el agregado de
fertilizantes y el cambio en la cobertura vegetal por la implantacion de monocultivos o de unas
pocas especies en las pasturas. Sin embargo, en el caso de pasturas no se utilizan fungicidas,
insecticidas o herbicidas, insumos que también impactan en las comunidades microbianas del suelo

(Walder, et al. 2022; Maharana, et al. 2024).

Los géneros mas abundantes en campo natural, como Dokdonella, podrian estar implicados en la
desnitrificacion aerobia, contribuyendo a la regulacion del ciclo del nitrégeno en suelos de campo
natural (Pishgar et al., 2019; Wang et al., 2019). Ademas, el género Pseudarthrobacter, que
contiene especies que han sido reportadas como promotoras del crecimiento vegetal, demuestra la
funcidn critica que algunas bacterias nativas tienen en el soporte de la productividad vegetal (Ham
et al.,, 2022; Issifu et al., 2022). La abundancia de Actinobacteriota, con géneros como
Nakamurella y Terrabacter, que son conocidos por su capacidad de degradar compuestos
complejos y por producir compuestos antimicrobianos, podrian cumplir un rol estructurador en la
comunidad bacteriana del suelo (Yoshimi et al., 1996; Dai et al., 2023). La alta abundancia de
estos géneros en el campo natural se correlaciona con la mayor diversidad de compuestos en suelos
no perturbados, lo cual podria tener aplicaciones en biotecnologia y conservacion de suelos. A su
vez, también encontramos al género Streptomyces con mayor abundancia en campo natural lo cual
también puede tener un efecto estructurador de la comunidad microbiana de suelos, el cual ha sido
asociado a un servicio ecosistémico clave como la supresion de enfermedades en suelos (Cordovez,
et al., 2015). El potencial biotecnoldgico de los metabolitos secundarios producidos por

representantes de este género bacteriano ha sido ampliamente documentado, sin embargo, los
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representantes de este género que se establecen en suelos de campo natural constituyen un recurso

genético que se encuentra subexplorado (Vaz-Jauri, et al., 2016).

En las pasturas, el predominio de géneros capaces de degradar compuestos organicos complejos
como Alistipes y Dactylosporangium sugiere una resiliencia funcional, donde la comunidad
bacteriana mantiene su rol en la degradacion de compuestos organicos a pesar de los cambios
taxonomicos y el remplazo de la vegetacion natural (Moureu et al., 2021). A su vez, la presencia
de géneros metilotroficos como Methyloligellaceae destaca el posible rol de las bacterias del suelo

en la mitigacion de emisiones de metano, un aspecto relevante en ambientes pastoreados.

3.4.3.3 Andlisis de redes bipartitas de suelos a partir de la implantacion
pasturas perennes

Al analizar las redes de correlacion de bacterias asociadas a pasturas, detectamos re-arreglos en la
estructura de estas redes. Por un lado, el grafo obtenido a partir de datos de pasturas sembradas
tiene 129 nodos, de los cuales 9 pertenecen a HMAs, a su vez la distribucion del grado muestra
que el nodo perteneciente al género Glomus tiene un grado muy superior al resto. Se conoce que
el género Glomus es el que abarca mas especies dentro del Phylum Glommeromycota, también se
sabe que este es polifilético dado que no se ha podido determinar el ancestro comun a todos los
miembros de este género (Rodrigues, et al 2020). A su vez, se han detectado distintos filotipos
dentro del género Glomus con capacidad de formar simbiosis con distintas especies de herbaceas,
tanto anuales como perennes (Torrecillas, et al. 2012). La deteccion de un grado tan alto en este
nodo podria estar dado por la capacidad de este género de formar simbiosis con diferentes

hospederos vegetales y por lo tanto interactuar con bacterias asociadas a distintos hospederos.

Por otra parte, los géneros Funneliformis y Paraglomus fueron detectados en mayor abundancia
en pasturas que en campo natural, el primero de ellos tiene un grado de 5 y el segundo de 25. Por
otro lado, en este grafo detectamos la particularidad de dos nodos correspondientes a géneros AMF
con exactamente el mismo microbioma asociado, se trata de los géneros Acaulospora y
Septoglomus. Seria interesante detectar si este efecto se da por la colonizacion de los mismos
hospederos vegetales o si se trata de un artefacto del andlisis. A su vez, seria interesante determinar
si un mayor grado en la red podria vincularse a un mayor niumero de hospederos vegetales y por

tanto a una mayor interaccion con bacterias rizosféricas en la red de correlacion. Se ha determinado
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que la presencia de algunas variantes de genes simbidticos genera cambios en el establecimiento
de estas simbiosis multi-reino (Thiergart, et al. 2019). El lograr caracterizar las especies vegetales
que participan podria ayudar a definir variaciones en el ensamblaje de esta simbiosis multi-reino.
De esta forma, la deteccion de una especie vegetal y la caracterizacion de su microbioma asociado
ayudaria a entender y predecir el comportamiento de la planta frente a distintos tipos de estrés

(Mesny, et al. 2023).

Al analizar las redes generadas a partir de datos de campo natural detectamos la presencia de 11
géneros HMAs, esto termina de confirmar que en todos los tratamientos de intensificacién de
campo natural las redes bipartitas perdieron nodos HMAs. En este caso, el nimero total de nodos
de la red es de 124, algo menor a la red generada con datos de pasturas sembradas y es el tnico
caso en el que se observan mas nodos totales en la opcion de intensificacion. Ademas de esto, se
observa una remodelacion importante de la estructura de la red. En el caso de campo natural 7 de
los 10 nodos HMAs se encuentran conectados compartiendo uno o mas nodos bacterianos con los
que correlacionan, esto genera que el didmetro de la red de campo natural sea el doble que la red
de pasturas sembradas. En este sentido, especulamos que una red con mayor numero de conectores
y con mayor cantidad de uniones es mas resiliente a perturbaciones, como la pérdida de nodos o
links en su estructura. La deteccion de cambios estructurales en las redes de correlacion parece ser
mas sensible que el analisis de composicion de las comunidades microbianas. En este caso se logra
detectar la pérdida de algunos nodos HMAs, junto con la pérdida de nodos conectores en la red.
La deteccion de este tipo de efectos en el andlisis de redes ya ha sido reportada previamente para

redes bipartitas de microbioma en condiciones de estrés por sequia (Gao, et al. 2022)

3.5 Conclusiones

La comparacion de los tres tratamientos de intensificacion del campo natural, la fertilizacion
mineral, sobresiembra de leguminosas con P y sustitucion por pasturas perennes, reveld que, pese
a mantener un “nucleo” microbiano dominado Ascomycota y Mortierellomycota en hongos y
Actinobacteriota y Proteobacteria en bacterias, cada manejo reconfigura la identidad y la
arquitectura de las comunidades respecto al campo natural (CN). En todos los casos se observo
una reduccion de la complejidad de las redes hongos micorricicos arbusculares (HMA)-bacterias

y un corrimiento funcional desde simbidtrofos y saprétrofos tipicos de CN hacia taxones asociados
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a ciclos rapidos de nutrientes y, en ocasiones, patogenicidad vegetal, lo que sugiere un gradiente

de simplificacion ecoldgica conforme aumenta la intervencion sobre el pastizal.

La adicion anual de N y P fue el tratamiento mas disruptivo: disminuy0 la riqueza de simbiotrofos
(p. €j., Paraglomus y Serendipita) y de bacterias fijadoras de Nz (Azospirillales, Burkholderia),
aument6 la representacion de patogenos (Fusarium, Colletotrichum) y de géneros ligados a
nitrificacion-desnitrificacion (Nitrospira, Rubrivivax) y simplifico la red HMA-bacterias (42
nodos frente a 58 en CN). Esta pérdida de conectividad bioldgica coincide con la sustitucion de
mutualismos por flujos inorgédnicos de nutrientes, confirmando que la fertilizacion intensiva

compromete la interaccion planta-microbio clave para la sostenibilidad del sistema.

El mejoramiento via leguminosas y P mostr6 un efecto intermedio. Aunque se incorporaron HMAs
compatibles con las leguminosas (Rhizophagus, Paraglomus), la abundancia total de simbiotrofos
se redujo y emergieron géneros patogenos como Fusarium'y Lectera. A nivel bacteriano aumentd
la abundancia de géneros que favorecen un fenotipo nitrificante y acumulador de P (Nitrospira,
Microlunatus), mientras que el porcentaje de bacterias endofiticas en la red HMA -bacterias cayo
del 56 % en CN al 38 % en el sistema mejorado, acompafiado de una red mas pequeia (118 nodos)
y de menor paso medio. Estos resultados sugieren que la fijacion bioldgica de N por las
leguminosas no compensa completamente la alteracion que produce la fertilizacion fosfatada sobre

la biota edafica.

La implantacion de pasturas perennes—con manejos de fertilizacion mas moderados pero un
reemplazo casi total de la flora nativa—generd cambios marcados en la comunidad fungica:
disminuy6 la abundancia de endofitos de raiz (Serendipita, Archaeorhizomyces) y aumento la de
HMAs asociados a gramineas introducidas (Funneliformis, Paraglomus). En bacterias se observo
una “homogeneizacion” comunitaria y el ascenso de degradadores de materia organica compleja
(Alistipes, Dactylosporangium) junto con familias metilotroficas. La red HMA-bacterias fue
numéricamente grande (129 nodos) pero menos modular que en CN, indicando que, aun con
nuevas asociaciones, la sustitucion de especies vegetales reduce la diversidad de interacciones
microbianas. En sintesis, los tres caminos de intensificacion mejoran el suministro de nutrientes y
la productividad forrajera, pero lo hacen a costa de simplificar los vinculos simbidticos y

saprotrofos que sostienen la resiliencia biogeoquimica del campo natural.
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Mas alld de sus particularidades, las tres opciones de intensificacion comparten dos rasgos: (i)
simplifican las redes simbioticas HMA-bacterias que sostienen la resiliencia biogeoquimica del
CN, y (ii) desplazan el microbioma hacia taxones oportunistas asociados a flujos inorganicos de
nutrientes y, potencialmente, a mayor incidencia de patogenos. Estos hallazgos refuerzan la idea
de que la productividad a corto plazo obtenida con insumos externos o con cambios drasticos de
vegetacion puede comprometer la estabilidad ecoldgica a largo plazo. Disefar estrategias de
manejo que restablezcan mutualismos claves (leguminosas nativas, inoculacién selectiva de
rizobios y HMA) y que modulen la dosis y la forma de los fertilizantes se perfila como una via

para compatibilizar intensificacion con la salud microbiana del suelo.
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CAPITULO IV

Analisis del metagenoma edafico en un
gradiente de intensificacion del uso del suelo
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4.1 Introduccion

4.1.1 Aplicaciones de la metagendmica al analisis funcional de
suelos

El estudio de comunidades microbianas mediante metagendomica ha revolucionado nuestra
comprension de los procesos ecosistémicos que tienen lugar en el suelo (Vieira, et al 2021). A
diferencia de los enfoques tradicionales basados en cultivo, la metagenomica shotgun permite
explorar de forma no sesgada la composicion y la funcionalidad del microbioma del suelo, tanto a
través de la cuantificacion de genes funcionales como del ensamblaje de genomas metagendmicos
(MAGs) (Wu, et al 2022). Estas herramientas permiten detectar rutas metabdlicas completas,
evaluar la diversidad funcional, y asignar funciones a grupos microbianos especificos,
proporcionando un amplio panorama al potencial metabolico que estructura a los ciclos
biogeoquimicos en respuesta a distintos usos o manejos del suelo. En particular, el uso de
metagendmica para cuantificar genes relacionados con el ciclo del carbono, nitrégeno y fosforo es
clave para entender la capacidad de los suelos para sostener la fertilidad a largo plazo y mitigar los

efectos del cambio ambiental global (Hu et al, 2025).

4.1.2 Ciclo del carbono en suelos y su regulacion microbiana

Los microorganismos del suelo juegan un papel central en la transformacion y almacenamiento
del carbono organico, participando en procesos como la descomposicion de residuos vegetales, la
formacion de materia organica y la emision de CO: hacia la atmosfera. A través de estos procesos,
el microbioma edafico regula el balance entre la captura y la liberacion de carbono en el suelo
(Tao, et al. 2023). La diversidad y composicion microbiana influyen en la eficiencia de estos
procesos, y por tanto, en el potencial de los suelos para actuar como sumideros de carbono.
Diversos estudios han demostrado que el uso intensivo del suelo puede alterar estas funciones,
reduciendo la capacidad del suelo para acumular carbono debido a cambios en la actividad
microbiana, la disponibilidad de sustratos y la estabilidad de la materia orgénica (Xue et al, 2022;
Romdhane et al, 2022). Asi, las comunidades microbianas responden de forma sensible a la

intensificacion en el uso del suelo, afectando los mecanismos de secuestro de carbono en el suelo.
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Se ha descripto que una via importante de estabilizacion de carbono en el suelo se da a través de
la absorcion de compuestos orgdnicos por microorganismos, su crecimiento y formacion de
biomasa y posterior muerte celular. Como resultado de este proceso se da la formacion de
necromasa microbiana a partir del carbono inmovilizado previamente por la comunidad
microbiana. A este proceso se lo ha llamado via de degradacion in vivo, ya que involucra la
inmovilizacion de compuestos carbonados y formacion de biomasa por microorganismos
(Manzoni, et al 2024). También se han descripto vias de degradacion ex vivo que involucran la
actividad de enzimas hidroliticas extracelulares para la degradacion de compuestos orgdnicos

complejos (Calabrese, et al., 2022).

4.1.3 Ciclo del nitrégeno y el rol de los microorganismos

El ciclo del nitrogeno esta fuertemente mediado por la accidon de microorganismos que transforman
el nitrogeno entre sus distintas formas quimicas, regulando su disponibilidad para las plantas y sus
posibles pérdidas al ambiente (Kuusemets, et al., 2025). La diversidad funcional del microbioma
del suelo determina la capacidad de los sistemas edaficos para retener nitrogeno y minimizar
emisiones contaminantes como 6xidos de nitrogeno (Klimasmith, et al., 2022). Practicas como la
fertilizacion nitrogenada o la sustitucion del campo natural por cultivos afectan la composicion de
las comunidades microbianas y su capacidad para transformar el nitrégeno, generando
desequilibrios que pueden comprometer la eficiencia del uso de este nutriente (Garcia, et al., 2022).
La metagendémica ofrece una herramienta poderosa para detectar cambios en los perfiles
funcionales microbianos vinculados al nitrégeno, y evaluar su relacion con las presiones del

manejo agricola.

4.1.4 Ciclo del fosforo y su relacion con el microbioma del suelo

A diferencia del carbono y el nitrogeno, el fosforo no tiene una fase gaseosa significativa y su
disponibilidad en el suelo depende fuertemente de procesos microbianos que movilizan y
mineralizan sus formas inorganicas, organicas e incluso compuestos como los fosfonatos
(Helfenstein, et al 2024). Estos ultimos representan una fuente alternativa de foésforo que puede ser
aprovechada por ciertos grupos microbianos capaces de degradarlos mediante rutas especificas,
como las reguladas por el operén C-P lyase. La actividad microbiana influye directamente en la

disponibilidad de fosforo para las plantas, especialmente en suelos donde este nutriente se
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encuentra en formas poco solubles (Tian, et al 2021). Cambios en el uso del suelo pueden modificar
la composicion de la comunidad microbiana, afectando su capacidad para solubilizar, reciclar o
explotar fuentes alternativas de fosforo. Practicas como la fertilizacion excesiva pueden disminuir
la diversidad funcional de microorganismos movilizadores, mientras que sistemas mas biodiversos
tienden a mantener una mayor funcionalidad microbiana para la movilizacion de este nutriente
(Siles, et al 2022). La metagenémica permite evaluar estos cambios y comprender cémo las

comunidades microbianas responden a las presiones de manejo y regulan el ciclo del fosforo.

4.1.5 Cambios en los ciclos biogeoquimicos ante la intensificacion
del uso del suelo

La intensificacion del uso del suelo ya sea mediante la fertilizacion del campo natural, la
sobresiembra de especies exoticas o el reemplazo de los pastizales por cultivos anuales, genera
impactos profundos sobre la estructura y funcionalidad del microbioma edafico. Estas
transformaciones pueden modificar la abundancia y diversidad de genes funcionales relacionados
con el ciclaje de nutrientes, afectando la sostenibilidad del sistema a largo plazo (Hartmann, et al
2023). En pastizales nativos, donde las comunidades microbianas han co-evolucionado con una
vegetacion diversa y poco intervenida, la intensificacion puede inducir una pérdida de servicios
clave como la retencion de nitrégeno, el secuestro de carbono o la movilizacion de foésforo (Cole
et al 2024). El uso de enfoques metagendmicos permite cuantificar estos cambios y establecer
relaciones entre las practicas de manejo y la capacidad funcional del suelo. Comprender estas
relaciones es esencial para disefiar estrategias de manejo que conserven la funcionalidad del suelo

y mitiguen los impactos ambientales asociados a la agricultura intensiva.

Este capitulo explora los cambios funcionales detectados en el microbioma de suelos a través de
estrategias de metagendmica centrada en genes, donde se exploran los cambios en la abundancia
de genes vinculados a los ciclos de Carbono, Nitrogeno y Fosforo y su respuesta en el gradiente
de intensificacién muestreado. A su vez, se utiliza una estrategia de reconstruccion de los genomas
que se encuentran en mayor abundancia, de forma de lograr identificar grupos taxondmicos

asociados a diferentes funciones en los sitios y usos del suelo muestreados.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Generacion de datos, procesamiento inicial y filtrado de
lecturas

A partir de las muestras de suelo obtenidas en los dos capitulos anteriores, que incluyeron cuatro
predios comerciales con rotaciones agricolas y campo natural, asi como cinco sitios experimentales
de largo plazo (ELPs), se construyeron pools equimolares de ADN a partir de las extracciones
correspondientes a un mismo sitio y uso del suelo, con el objetivo de realizar la secuenciacion
metagendmica tipo shotgun. Este procedimiento permitidé generar un total de 24 muestras
representativas de los principales sistemas evaluados: rotaciones agricolas, campo natural
intensificado (incluyendo tratamientos de fertilizacion, sobresiembra de leguminosas y adicion de
fosforo e implantacion de pasturas) y campo natural como uso del suelo de referencia. Las
extracciones de ADN fueron enviadas a las instalaciones de BGI Americas (San Jos¢, EE.UU.),
donde se llevd a cabo la secuenciacion metagendmica utilizando la plataforma DNBseq con
lecturas pareadas de 100 pb de longitud, obteniéndose una profundidad aproximada de 12 Gb de
datos crudos por muestra, lo que garantiz6 una cobertura suficiente para la caracterizacion

funcional y taxonémica de las comunidades microbianas del suelo.

A partir de las secuencias (reads) obtenidas para cada muestra y se realizo un control de calidad y
filtrado utilizando Trimmomatic v@.39 con los pardmetros predeterminados (Bolger et al.,
2014). Posteriormente, se exploraron diversas estrategias de ensamblaje de novo para optimizar la
longitud de los contigs obtenidos. Se emple6 SPAdes v3.15.3, optimizando los parametros
especificos para metagenomas con alta diversidad a través de metaSPAdes v3.15.3 (Nurk et
al., 2017). Adicionalmente, se utilizO MEGAHIT v1.2.1 con laopcion --meta_large, disefiada
para ensamblar metagenomas de gran tamafo (Li et al., 2015). Finalmente, se evalu6 una estrategia
de co-ensamblaje por sitio, combinando las lecturas de diferentes tratamientos correspondientes a
la misma ubicacion geografica. Para los analisis posteriores, se utilizaron exclusivamente los
ensamblados individuales generados con el software MEGAHIT, y se evalu6 la calidad de estos

ensamblados mediante MetaQUAST v5.2.0 (Mikheenko et al., 2016).
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4.2.2 Detecciéon de genomas representativos y determinacion de

abundancia

Para la recostruccion de genomas representativos de especies (Species Representative Genomes,
SRGs) y la determinacion de su abundancia relativa en las distintas muestras, se implement6 un
enfoque basado en el pipeline metaWRAP v1. 3.2 (Uritskiy et al., 2018). Esta herramienta integra
los resultados de multiples algoritmos de binning metagendmico, incluyendo CONCOCT v1.1.0
(Alneberg et al., 2014) y MaxBin2 v2.2.7 (Wu et al., 2016), para mejorar la integridad
(completeness) y reducir la contaminacion de los bins mediante un paso de refinamiento. A partir
de estos resultados, se seleccionaron unicamente aquellos bins clasificados como de calidad media
y alta, utilizando los criterios de integridad superior al 50% y contaminacioén inferior al 10%

definidos por Bowers et al. (2017).

Con este conjunto de bins de alta calidad, se procedio a la dereplicacion para obtener un conjunto
no redundante de genomas representativos a nivel de especie, utilizando dRep v3.2.2 (Olm et
al., 2017). dRep aplica umbrales de similitud genéomica (ANI, Average Nucleotide Identity) y
considera métricas de calidad del ensamblado para seleccionar el genoma con la mejor
combinacion de integridad y baja contaminacion como representante de cada especie.
Posteriormente, se emple6 InStrain v1.6.1 (Olm et al., 2021), el cual utiliza la medida de
"breadth of coverage" (fraccion del genoma cubierta por las lecturas mapeadas de cada muestra)
para determinar la presencia y abundancia relativa de cada SRG en la comunidad secuenciada.
Esta medida se ajusta en funcion de la similitud esperada entre genomas de la misma especie y la
integridad del genoma representativo, estableciendo umbrales especificos para cada SRG. Con
base en los datos de presencia/ausenciay la abundancia relativa de estos genomas en cada muestra,

se calculd6 la prevalencia de cada SRG en los diferentes tratamientos.

Por otra parte, para caracterizar funcionalmente estos genomas se utiliz6 el software Prodigal
(v2.6.3) para anotar los ORFs de cada proteina (Hyatt et al., 2010), posteriormente las
secuencias aminoacidicas predichas se compararon con los modelos de la base de datos dbCAN-
seq V7.0 (Zhang etal., 2018). Esta contiene modelos ocultos de Markov y reglas asociadas para

la deteccion de CAZYmes y su clasificacion en familias funcionales. A partir de esta clasificacion
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se utilizd la informacion presente en este mismo software para asociar los sustratos que utiliza
cada familia y su categorizacion seglin su origen microbiano o vegetal. Por otra parte, para detectar
la presencia del Clusters de Genes Biosintéticos (BGCs) que pueden aportar a la estructuracion de
estas comunidades microbianas se utilizo el software Antismash (v7.0) (Blin et al, 2023)
agregando la opcion --KnownClusterBlast, la cual compara los resultados obtenidos con la
base de datos MIBiG, que contiene informacion de BGCs acoplados a estructuras moleculares y
su actividad bioldgica caracterizada (Terlouw et al, 2023). De esta forma, se reportaron como
resultados unicamente los BGCs que coincidieran con alguna de las entradas de la base de datos

MIBiG.

4.2.3 Caracterizacion del plasmidoma

Para explorar la composicion de plasmidos asociados a las comunidades microbianas de las
muestras, se analizé el plasmidoma utilizando el pipeline plaSquid (Giménez, 2022; disponible

en https:/github.com/mgimenez720/plaSquid). Este pipeline integra dos estrategias

complementarias para la identificacion de secuencias plasmidicas a partir de los ensamblados
metagenoémicos. En primer lugar, se buscan genes asociados a plasmidos como proteinas
iniciadoras de la replicacion (RIP), o relaxasas, a través de dominios conservados en estas
proteinas. Por otro lado, se realiza una busqueda por homologia contra la base de datos PLSDB
(Plasmid Sequence DataBase), cuya ultima version (PLSDB v2023_11 14) contiene mas de
76,000 secuencias plasmidicas completas (Galata et al., 2019). En este enfoque, los contigs
metagendmicos se fragmentan en secuencias solapantes de 1,500 pares de bases (pb) con una
ventana deslizante de 250 pb. El subconjunto resultante de fragmentos se alinea contra PLSDB
utilizando Minimap2 v2.26 (Li, 2018). A partir de los resultados del alineamiento, se calcula la
identidad y la cobertura promedio para determinar una distancia de similitud (S). Se aplica un
umbral de similitud del 45% para clasificar un contig como plasmidico y asignarle el plasmido de
referencia correspondiente. Adicionalmente, el hospedero potencial de cada plasmido se infiere a
partir del hospedero reportado para el plasmido de referencia en PLSDB. Los resultados de este
analisis se visualizan mediante una red bipartita que conecta los nodos de los plasmidos

identificados con sus posibles hospederos bacterianos.
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4.2.4 Analisis de genes vinculados a los ciclos de nutrientes

Para evaluar las variaciones en la abundancia de genes asociados a los ciclos biogeoquimicos del
carbono, nitrogeno y fosforo en respuesta a los tratamientos, se emplearon diversas bases de datos
funcionales especificas. En el caso de genes involucrados en el ciclo del carbono, se utilizo la base
de datos CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes) (Lombard et al., 2014), que clasifica familias de
enzimas relacionadas con la sintesis y degradacion de carbohidratos. La herramienta dbCAN-seq
V7.0 (Zhang et al., 2018) se empleo para identificar las enzimas correspondientes a cada familia
CAZy dentro de las proteinas predichas en los metagenomas, utilizando modelos ocultos de
Markov (HMMs). En este andlisis, se conservaron Unicamente las familias de enzimas
degradativas, especificamente las glicosil hidrolasas (GH), las carboxil esterasas (CE) y las
polisacarido liasas (PL), que participan en la ruptura de enlaces glicosidicos, éster y en la
degradacion de polisacaridos, respectivamente. Una vez identificados los genes codificantes de
CAZymes, se construyd un catalogo de genes no redundante a un 95% de identidad utilizando
MMseqs2 v13.1 (Steinegger & Soding, 2017). Este catalogo de genes dereplicado se utilizd como
referencia para cuantificar la abundancia de cada gen en los metagenomas individuales mediante
el mapeo de las lecturas nuevamente con MMseqs2 v13.1. La abundancia relativa de cada gen
en cada muestra se calculd y se normaliz6 a fragmentos por kilobase de gen por millon de lecturas
mapeadas (FPKM). Estos valores de abundancia se organizaron en una tabla de conteos, que
posteriormente se colapsé a nivel de familia CAZy. Finalmente, para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de estas familias de enzimas entre los
tratamientos, se empleo el software MaAsLin2 v1.8.0 (Mallick et al., 2021). En los modelos
lineales generalizados implementados en MaAsLin2, se incluy¢ el tratamiento de Campo Natural
como nivel de referencia y los sitios y las temporadas de muestreo se consideraron como variables

de efecto aleatorio para controlar la variabilidad inherente al disefio experimental pareado.

Para el anélisis de genes involucrados en el ciclo del nitrégeno, se utiliz6 la base de datos NCycdb
(Nitrogen Cycling genes database) (Tu et al., 2019). Esta base de datos comprende un total de
84,759 secuencias representativas, clasificadas en 68 subfamilias funcionales que se asocian a 8
procesos clave del ciclo del nitrégeno. NCycdb también proporciona herramientas para la
busqueda de estos genes en datos metagenémicos. En este estudio, se empleo el software DIAMOND

v2.0.13 (Buchfink et al., 2015) para detectar la presencia de genes del ciclo del nitrégeno en las
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secuencias proteicas predichas de los metagenomas, utilizando los valores de corte
predeterminados implementados en la herramienta (Evalue<10~). De manera similar al analisis de
las enzimas CAZy, se construy6 un catalogo de genes no redundante a un 95% de identidad
utilizando MMseqs2 v13.1 (Steinegger & Soding, 2017). Este catalogo se empled como
referencia para mapear las lecturas de cada metagenoma utilizando el mismo software. Los
resultados del mapeo se colapsaron a nivel de subfamilia de genes del ciclo del nitrogeno, y
nuevamente se utilizo el software MaAsLin2 para identificar diferencias significativas en la
abundancia relativa de estas subfamilias entre los tratamientos, utilizando la misma estrategia de

modelado que para las enzimas CAZy.

Por ultimo, para el analisis de genes relacionados con el ciclo del fosforo, se utilizo la base de
datos PcycDB (Phosphorus cycling genes database) (Zeng et al., 2022). Esta base de datos contiene
320,183 secuencias, agrupadas en 139 familias de genes involucradas en el ciclo del fésforo, las
cuales se vinculan a 9 procesos metabdlicos del fosforo en bacterias. Para la busqueda de proteinas
anotadas en los metagenomas contra la base de datos de referencia PcycDB, se utiliz6 el software
DIAMOND, descartando aquellos alineamientos con una identidad o cobertura inferior al 70%.
Posteriormente, se generd un catalogo de genes no redundante dereplicando las secuencias que
presentaron una identidad y cobertura del 90% o superior, utilizando MMseqs2. A continuacion,
se realizd el mapeo de estas secuencias representativas contra las lecturas de cada metagenoma
utilizando el mismo software. A partir de estos datos de mapeo, se sumaron los conteos de lecturas
que se alinearon con genes pertenecientes a la misma familia de genes del ciclo del fosforo, y se
calculo la abundancia relativa en FPKM, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
Finalmente, se emple6 el software MaAsLin2 para determinar la significancia estadistica de los
cambios en la abundancia de las familias de genes del ciclo del fosforo entre los diferentes
tratamientos, utilizando la misma estructura de modelos lineales generalizados con el tratamiento

de Campo Natural como referencia y los sitios y temporadas como variables de efectos aleatorios.
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4.3 Resultados

4.3.1 Analisis de abundancia de genes codificantes de CAZymes
en metagenomas de suelos.

El analisis de abundancia diferencial de CAZymes en los distintos usos del suelo mostrd
variaciones significativas en comparacion con el tratamiento de referencia: el campo natural. En
aquellos tratamientos donde hubo adicion de especies vegetales, como en agricultura,
mejoramiento de campo natural y pasturas perennes, se observd un aumento en la abundancia de
ciertas enzimas vinculadas a la degradacion de polimeros de carbono presentes en plantas (Figura
4.1). Sin embargo, en todos los usos del suelo analizados, la mayoria de las CAZymes que
presentaron cambios se encontraron en menor abundancia que en el campo natural. Una
observacion destacable es el hecho de que en ninglin uso del suelo aumentoé la abundancia relativa
de genes que codifican enzimas vinculadas a la degradacion de polimeros carbonados de origen

microbiano, como la quitina, el peptidoglicano y/o EPS.

La agricultura fue el tratamiento que presentd mayor cantidad de enzimas con una abundancia
relativa superior a la del campo natural, con un total de diez familias de glicosil hidrolasas,
relacionadas con la degradacion de compuestos carbonados de origen vegetal, que aumentaron su
abundancia. A su vez, la agricultura también mostrd el mayor nimero de CAZymes codificadas
que disminuyeron su abundancia respecto a los valores obtenidos en campo natural. Un total de
veintitrés enzimas disminuyeron su abundancia de manera significativa, de las cuales ocho tienen
como sustrato polimeros de origen microbiano. El segundo tratamiento con mayor variacion fue
el de fertilizacion, donde se detectd una disminucién en la abundancia de once enzimas
relacionadas con la degradacion de compuestos carbonados, incluyendo tres que tienen como
sustratos polimeros de origen microbiano. Este tratamiento mostro la particularidad de que no se

detectaron aumentos en la abundancia de CAZymes respecto al campo natural.
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Carbon substrate source: Microbial carbon polymers, Plant carbon polymers,
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Figura 4.1. Mapa de calor mostrando las familias de CAZYmes codificadas por genes que cambian su abundancia de
manera significativa en cada uso del suelo respecto al campo natural (rojo aumento y azul disminuye su abundancia).
Las enzimas en color verde refieren a familias que degradan compuestos de origen vegetal, mientras que las enzimas
en color azul indican la degradacién de compuestos de origen microbiano.
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En el tratamiento de sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo, seis enzimas mostraron
una menor abundancia en comparacion con el campo natural, mientras que solo dos presentaron
una mayor abundancia. Todos los genes que mostraron cambios en su abundancia estuvieron
vinculados a la degradacion de polimeros carbonados de origen vegetal. Por otro lado, el
tratamiento de pasturas perennes presentd la menor variacion, con solo cuatro genes con cambios
significativos en su abundancia respecto al campo natural. Dos de estos disminuyeron su
abundancia respecto al campo natural y estuvieron vinculadas a la degradacion de compuestos de
origen microbiano, como es el caso de los genes que codifican enzimas de las familias GH102 y

GH103.

Un patrén consistente en todos los tratamientos fue la pérdida de abundancia de genes vinculado
a familias de CAZymes que utilizan como sustrato polimeros de carbono de origen microbiano, lo
que sugiere un impacto generalizado en la degradacion de estos compuestos bajo diferentes
manejos del suelo. Estos resultados reflejan como los cambios en el uso de la tierra pueden influir
en la estructura funcional de la comunidad microbiana y en los procesos de degradacion y

estabilizacion de la materia organica en los suelos.

4.3.2 Analisis de abundancia de genes vinculados al ciclo del
nitrogeno en metagenomas de suelo

El andlisis de abundancia diferencial de genes asociados al ciclo del nitrogeno mostré que la
mayoria de los genes con cambios en su abundancia presentaron una disminucion (fold change
negativo) en comparacion con el campo natural. Los Uinicos genes que aumentaron su abundancia
respecto al tratamiento de referencia fueron gdh (K00261) y glnA, ambos involucrados en el
metabolismo organico del nitrogeno, y nird, relacionado con la reduccion de nitrito a amonio.
Estos aumentos se observaron principalmente en el tratamiento de pasturas, donde el unico gen
que mostr6 una disminucion en su abundancia fue gs (K15371), el cual se encuentra vinculado al

metabolismo organico del fosforo (Figura 4.2).

El tratamiento de mejoramiento de campo natural, caracterizado por la adicion de leguminosas y
fosforo, mostrd el menor niimero de cambios en comparacion con el campo natural, con gdh
(K00261) como el Gnico gen que presentd un incremento en su abundancia. Esto contrasta

notablemente con la sustitucion del campo natural por agricultura y la fertilizacion del campo
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natural (presumiblemente con fuentes de nitrégeno inorgdnico como urea), las cuales tuvieron un
impacto significativo en la reduccion de la abundancia de genes involucrados en el ciclo del
nitrogeno, lo que podria afectar el reciclado de este nutriente en el suelo. Los procesos mas
afectados negativamente incluyeron la desnitrificacion, con una disminucién en la abundancia de
los genes nirS, nirK y nosZ; la fijacion biologica de nitrégeno, con una disminucién en la
abundancia de nifH; la reduccion asimilatoria y disasimilatoria de nitrato; asi como distintos

procesos vinculados al metabolismo orgénico del nitrogeno.
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Figura 4.2. Mapa de calor mostrando los genes vinculados al ciclo del nitrégeno que cambian su abundancia de
manera significativa (verde sube y negro disminuye su abundancia) en cada uso del suelo respecto al campo natural.
Los colores de la etiqueta de cada gen refieren al proceso en los que se encuentran involucrados.

En concordancia con esto, la sobresiembra de leguminosas y la adicion de fosforo no parecieron
impactar negativamente en la abundancia de genes del ciclo del nitrogeno, sugiriendo que la
introduccion de fuentes de nitrégeno organico a través de leguminosas tiene un efecto menor en la
alteracion de la abundancia de estos genes en comparacion con la adicion de fertilizantes
nitrogenados inorganicos. Finalmente, la sustitucion del campo natural por pasturas mostré un
efecto positivo sobre la abundancia de genes relacionados con el metabolismo organico del
nitrégeno, lo que sugiere que este manejo puede favorecer ciertos procesos biogeoquimicos
vinculados a la transformacion y disponibilidad de este nutriente en el suelo, algunos de los sitios

muestreados con pasturas también incluyeron especies de leguminosas.

4.3.3 Analisis de abundancia de genes vinculados al ciclo del

fosforo en metagenomas de suelo
El anélisis de abundancia diferencial de genes asociados al metabolismo del fosforo mostré que la
agricultura es el uso de la tierra con mayores cambios en comparacion con el campo natural. En
este tratamiento, se detectd una disminucion en la abundancia de 24 genes, mientras que solo 6
genes presentaron un incremento respecto al tratamiento de referencia. Dentro de los genes que
disminuyen su abundancia en suelos agricolas, se destacaron los vinculados al operon phn, el cual
regula la utilizacion de fosfonatos como fuente de fosforo. Ademas, se observaron cambios en la
abundancia de genes vinculados a sistemas de regulacion del metabolismo del fosforo como
phoB/phoR, y cambios en genes vinculados al transporte de compuestos organicos fosforados

como ugpC'y phnT.

En contraste, la fertilizacion tuvo un impacto menor, con solo tres genes mostrando una
disminucién en su abundancia; estos estuvieron asociados a la degradacion de fosfonatos y al
metabolismo de compuestos organicos. A su vez, dos genes aumentaron su abundancia en este
tratamiento y estuvieron vinculados al metabolismo organico del foésforo y a la regulacion de la

obtencion de fosfatos: ndk y phoH.
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Figura 4.3. Mapa de calor mostrando los genes vinculados al ciclo del fésforo que cambian su abundancia de
manera significativa en cada uso del suelo, utilizando como referencia el campo natural. Los colores claros muestran
un aumento en la abundancia mientras que colores oscuros muestran una disminucion en la abundancia relativa de
genes. Los colores de la etiqueta de cada gen refieren al proceso en los que se encuentran involucrados.

El tratamiento de pasturas mostré mayor numero de cambios que el tratamiento de fertilizacién en

este caso, destacandose la disminucién en la abundancia del gen gnl, el cual esté relacionado con
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el metabolismo de fosfonatos. Ademads, otros cuatro genes vinculados al metabolismo de
fosfonatos y purinas también presentaron una reduccion en su abundancia en este tratamiento. Es
importante considerar que la base de datos utilizada en este analisis se centra en genes asociados
al metabolismo orgéanico del fosforo, lo que puede influir en la interpretacion de los cambios
detectados en los distintos tratamientos. Resulta interesante el hecho de que la sobresiembra de
leguminosas y adicion de fosforo haya sido el tratamiento con menor cantidad de genes afectados
en su abundancia respecto al campo natural, ya que en este caso se adiciona especificamente este
nutriente. Sin embargo, se observa la misma tendencia que para genes vinculados al ciclo del
nitrégeno donde este uso del suelo presenta poca variacion en la abundancia de genes respecto al

campo natural.

4.3.4 Analisis de plasmidoma en metagenomas de suelos

El anélisis de secuencias plasmidicas en los metagenomas de suelo reveld una baja deteccion de
plasmidos en comparacion con estudios previos en microbiomas de otros ambientes. Esta
diferencia podria estar relacionada con la limitada representacion del microbioma del suelo en las
bases de datos utilizadas para la anotacion, lo que dificulta la identificacion y caracterizacion de

secuencias plasmidicas en este tipo de ecosistemas.

Entre los principales hospederos de los plasmidos detectados se encontraron diferentes especies
del género Bradyrhizobium, con una alta diversidad de plasmidos asociados. En particular,
Bradyrhizobium sp. present6 17 plasmidos diferentes, seguido por B. japonicum con 11 plasmidos,
B. barranii con 6 plasmidos, B. diazoefficiens con 3 plasmidos, y B. elkanii con 2 plasmidos. Otro
género con una notable cantidad de plasmidos fue Priestia, con 18 plasmidos en P. megaterium y
3 en P. aryabhattai. Asimismo, se identificaron plasmidos en diferentes especies del género
Streptomyces, aunque en menor cantidad en comparacion con los otros grupos mencionados

(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Red bipartita de hospederos y plasmidos detectados a través de plaSquid en todos los metagenomas
analizados. Los diferentes contigs pertenecientes a un mismo plasmido se colapsaron en un nodo de color rojo, estos
se unen a nodos de color azul que representan a sus hospederos bacterianos.

En términos funcionales, no fue posible asignar funciones bioldgicas especificas a la mayoria de
los plasmidos detectados. La gran proporcion de proteinas anotadas fueron clasificadas como
hipotéticas, lo que refuerza la idea de que los plasmidos del microbioma del suelo estan
subrepresentados en las bases de datos actuales. Dentro del pequefio subconjunto de proteinas con
funciones asignadas, la mayoria estuvieron vinculadas a la evolucioén de secuencias plasmidicas,
destacandose aquellas relacionadas con la movilidad genética, como transposasas y secuencias de

insercion.

Estos resultados sugieren que los plasmidos en comunidades microbianas del suelo pueden
desempefiar un papel aiin poco caracterizado en la ecologia microbiana y en la dindmica de

transferencia genética horizontal, lo que resalta la necesidad de mejorar las bases de datos y
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estrategias bioinformaticas para una caracterizacion mas precisa de estos elementos genéticos en

ambientes edaficos.

4.3.5 Analisis de genomas representativos de especies en datos

metagenomicos.
El anélisis de genomas representativos de especie (SRGs) en los metagenomas de suelo permitid
evaluar la distribucion y prevalencia de los MAGs dereplicados a nivel de especie en los distintos
tratamientos. Se consideraron aquellos SRGs detectados mediante InStrain con una amplitud de
cobertura (breadth of coverage) mayor a la esperada, en funcién de la integridad de cada MAG, lo
que permitié identificar diferencias en su representacion dentro de cada tratamiento. A nivel
filogenético, en la Figura 5 se observa un predominio del filo Actinobacteriota, seguido por el filo
Proteobacteria y, en menor medida, el filo Verrucomicrobiota, con variaciones en la prevalencia

de los distintos SRGs en funcidn del tratamiento evaluado.

Dentro del filo Proteobacteria, el género VAZQO1, perteneciente a la familia Xanthobacteraceae,
mostré una amplia distribucion en todos los tratamientos, lo que sugiere su capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones edéficas. Este género podria también estar presente dentro de
las ASVs clasificadas a nivel de familia en los andlisis de 16S rRNA, lo que indicaria su presencia
recurrente en el microbioma del suelo analizado. Otro de los géneros con alta prevalencia fue
BOG-931, también perteneciente a la familia Xanthobacteraceae, aunque con una notable ausencia
en el tratamiento de agricultura, donde su prevalencia fue nula para 9 de los 10 SRGs detectados
de este género (Figura suplementaria 1). La ausencia de este grupo en suelos agricolas podria estar
relacionada con cambios en la disponibilidad de nutrientes o con la competencia con otras
poblaciones microbianas favorecidas bajo este manejo. El tamafio genémico recuperado para estos
SRGs fue variable con algunos superando las 4 Mb, lo cual indicaria que su tamafio gendémico no
es estrictamente reducido. Por otra parte, la presencia de enzimas degradativas de polimeros
vegetales en estos genomas es baja comparada con el resto de los SRGs obtenidos. A su vez, se
detectd la presencia de clusters de genes biosintéticos que podrian sintetizar compuestos

antimicrobianos.

Dentro de las caracteristicas asociadas al Phylum Proteobacteria detectamos una baja capacidad
biosintética de compuestos bioactivos, con algunos genomas de VAZQ0! codificando enzimas para

la biosintesis de compuestos antimicrobianos. A su vez, estos genomas también muestran un bajo
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nimero de genes que codifican enzimas para degradacion de compuestos carbonados, solamente
uno de los genomas supera los 50 genes codificados que degradan polisacaridos ya sean de origen

microbiano o vegetal.
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Figura 4.5. Arbol filogenético de SRGs detectados en las diferentes muestras, el color de las puntas de las ramas
indica el Phylum al que pertenece cada SRG. En el primer anillo se muestra el nimero de genes que codifican
CAZymes degradativas de polimeros de carbono de origen microbiano (azul) y vegetal (verde), en el siguiente anillo
se muestra un mapa de presencia ausencia de clusters de genes biosintéticos (BGCs) de compuestos con diferentes
actividades indicadas en colores. Por ultimo, el grafico de barras mas externo indica el tamafio genémico recuperado
para cada SRG variando entre 0 y 6 Megabases.

En cuanto al phylum Verrucomicrobiota, uno de los géneros con mayor prevalencia fue el género
candidato Udaeobacter, del cual no existen aislamientos cultivables y que represent6 el 80% de
los SRGs recuperados para este filo. Dentro de los 9 SRGs identificados para este género, 3 no
fueron detectados en los tratamientos de fertilizacion ni de agricultura, lo que sugiere que las

condiciones de estos sistemas podrian afectar su establecimiento o persistencia en la comunidad
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microbiana del suelo (Figura Suplementaria S6). Se ha descrito que Udaeobacter es auxotrofo para
varios aminoacidos y vitaminas, lo cual se condice con el tamafio genomico reducido obtenido
para estos SRGs. A su vez, esto podria ayudar a explicar el bajo numero de genes que codifican

CAZymes degradativas de polimeros de origen vegetal y microbiano presentes en este género.

Por otro lado, dentro del phylum Acidobacteriota y Actinobacteriota se detectaron genomas con
un gran numero de genes que codificaban CAZymes que tienen como sustrato polimeros de origen
vegetal principalmente, pero también de origen microbiano. El nimero de copias de estos genes
fue mucho mayor que los obtenidos para el phylum Proteobacteria y Verrucomicrobiota, donde
en algunos casos se superaron los 100 genes codificantes de CAZYmes degradativas. Incluso en
algunos casos con tamafios gendmicos medios cercanos a los 4 Mb. De la misma forma, el nimero
de clusters de genes biosintéticos y la funcion de estos fue mas diversa para el filo Actinobacteriota,
donde se encontr6 la capacidad de producir antimicrobianos, antioxidantes, co-factores y
sideroforos, entre otros compuestos bioactivos. Dentro de este filo, se identificaron 4 SRGs
pertenecientes al género Palsa-504, clasificado dentro de la familia Streptosporangiaceae. A
diferencia de otros grupos, ninguno de estos SRGs estuvo presente en el tratamiento de
mejoramiento de campo natural, lo que sugiere una posible sensibilidad a las condiciones

promovidas por este tipo de manejo.

Finalmente, se identificaron dos clusters de SRGs clasificados unicamente a nivel de familia. Uno
de ellos perteneciente a la familia Propionibacteraceae, con 4 SRGs, y el otro a la familia
Rubrobacteraceae, también con 4 SRGs. Ambas agrupaciones mostraron una prevalencia
significativamente mayor en suelos agricolas, mientras que en otros tratamientos, incluida la
referencia de campo natural, fueron escasos. En particular, dentro de la familia Rubrobacteraceae,
el unico género descrito hasta el momento es Rubrobacter, un taxon reconocido por su resistencia
a la desecacion, a la radiacion y su capacidad de tolerancia a altas temperaturas, caracteristicas que
podrian explicar su mayor abundancia en suelos manejados bajo practicas agricolas intensivas,
donde la perturbacién y la exposicion a condiciones ambientales extremas pueden ser mas

frecuentes.

Este analisis destaca la diferenciacion en la composicion de los SRGs entre tratamientos y sugiere

que las practicas de manejo del suelo pueden influir en la persistencia y distribucion de grupos

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 121



microbianos especificos, afectando la estructura y funcion de la comunidad microbiana en estos

ecosistemas.

4.4. Discusion

El andlisis integral de los metagenomas de suelo revela cambios funcionales significativos en
respuesta a diferentes usos del suelo. En este sentido, la aplicacion de una estrategia de
metagendmica centrada en genomas puede ayudar a elucidar el rol de distintos grupos microbianos
asociados a cada tipo de uso (Fierer, 2009; Delgado-Baquerizo et al., 2016). En primer lugar, se
detectdé una alta prevalencia de VAZQOI y BOG-931, ambos pertenecientes a la familia
Xanthobacteraceae, la cual ha sido vinculada con procesos como la fijacion biologica de nitrégeno
(Oren, 2014). En particular, el género V4AZQ01 ha sido asociado con la supresion de enfermedades
como el marchitamiento por Fusarium y con modificaciones en el uso del suelo. En este sentido,
se detectaron algunos SRGs con baja prevalencia en suelos agricolas que codifican compuestos
antimicrobianos en su genoma, lo cual podria estar vinculado a estos efectos. Ademas, este género

ha sido descrito como hospedero de una importante diversidad de bacteridfagos (Yadav et al.,

2023; Lyons et al., 2025).

Por otra parte, se han reconstruido varios MAGs correspondientes al género candidato
Udaeobacter. A pesar de no contar con aislamientos de este género, los analisis gendomicos lo
describen como auxoétrofo para diferentes vitaminas y aminoacidos (Brewer et al., 2016). Ademas,
se asocia con la utilizaciéon de compuestos carbonados derivados de otros microorganismos, lo que
sugiere su relevancia en el reciclaje de compuestos orgénicos solubles (Willms et al., 2020),
especialmente en ecosistemas con menor intervencion antropica. Es interesante destacar que, en
ambientes oligotroficos como el suelo, la auxotrofia no parece estar muy extendida (Ramoneda et
al., 2023). Sin embargo, se ha reportado que la abundancia de este género correlaciona con
mayores indices de salud del suelo (p. €j., altas concentraciones de materia organica), lo cual lo
posiciona como un buen bioindicador de suelos no degradados. Esta observacion también se ha
extendido a otros microorganismos con genomas reducidos (Wilhelm et al., 2023). Este tipo de
microorganismos, con auxotrofias definidas y tamafios gendmicos pequeiios, han sido clasificados
como descomponedores pasivos, ya que dependen de una buena disponibilidad de compuestos

organicos simples para establecerse (Morrissey et al., 2023). En este sentido, los compuestos
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orgéanicos solubles (DOC) constituyen un recurso clave para su desarrollo y podrian explicar las

variaciones en la abundancia de este microorganismo bajo diferentes opciones de intensificacion.

A partir del analisis de SRGs, se detectd que la mayoria de los genomas pertenecientes al phylum
Actinobacteriota presentan un importante arsenal de enzimas vinculadas a la degradacion de
compuestos carbonados, tanto de origen vegetal como microbiano. Esto contrasta con la baja
capacidad degradativa codificada en los genomas de Proteobacteria y Verrucomicrobia, aunque
no con los pocos SRGs detectados de Acidobacteriota. Ademas, se observo una amplia presencia
de BGCs en los SRGs de Actinobacteriota, lo cual ya ha sido reportado previamente (van Bergeijk
et al., 2020; Zhang et al., 2024). Este phylum posee una gran capacidad para la produccion de
compuestos bioactivos, con diversas aplicaciones biotecnoldgicas (Schniete et al.,, 2024),
destacandose la produccion de antimicrobianos como metabolitos fundamentales para la
competencia y la sefializacién en comunidades microbianas. A partir de la gran diversidad de
actinobacterias muestreadas y de la deteccion de BGCs asociados mayoritariamente a estructuras
moleculares desconocidas, el microbioma de campo natural podria representar un reservorio de

valor biotecnoldgico aun no explorado.

Segun el marco conceptual de Estrategias Ecologicas para la Adquisicion de Carbono desarrollado
por Morrissey et al. (2023), los microorganismos saprotrofos pueden clasificarse en: 1)
descomponedores primarios, que utilizan polimeros de origen vegetal como fuente de carbono; ii)
descomponedores secundarios, que degradan y utilizan necromasa microbiana; iii)
descomponedores pasivos, que se alimentan de DOC y compuestos carbonados simples; y iv)
predadores, que utilizan biomasa microbiana como fuente de carbono. Al analizar la distribucion
de enzimas asociadas a diferentes compuestos carbonados, se observa que no existen SRGs que
codifiquen exclusivamente enzimas para la degradaciéon de compuestos de origen vegetal o
microbiano. Por lo tanto, estructurar las comunidades microbianas en descomponedores primarios
y secundarios como grupos discretos puede inducir a errores. Aunque se ha observado cierta
preferencia de algunos microorganismos por utilizar necromasa microbiana como fuente de
carbono, esta capacidad no parece ser exclusiva de un grupo taxondémico particular (Zheng et al.,
2021). Ademadas, comprender si estas funciones metabolicas son transferibles entre
microorganismos podria aportar informacion valiosa sobre la evolucion de las comunidades

microbianas del suelo y su adaptacion a cambios en el uso del suelo.
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En este contexto, los plasmidos detectados en algunas especies de Bradyrhizobium, Priestia y
Streptomyces podrian desempefiar un papel clave en la transferencia horizontal de genes,
facilitando la adquisicion de funciones adaptativas que incrementan la resiliencia y capacidad de
adaptacion local de las comunidades microbianas (Thomas & Nielsen, 2005; Finks et al., 2024).
En este analisis, la presencia de transposones, secuencias de insercion y otros genes vinculados al
procesamiento del ADN sugiere un enriquecimiento en elementos genéticos moviles dentro de las
secuencias clasificadas como plasmidicas. Sin embargo, la fragmentacion de los ensamblados,
atribuida principalmente a la secuenciacién con lecturas muy cortas (100 bp) y a la elevada
diversidad presente en las muestras de suelo, limitd la deteccion de secuencias plasmidicas
asociadas a funciones bioldgicas de interés. El impacto de esta fragmentacion sobre la
identificacion de plasmidos ha sido ampliamente documentado (Smalla et al., 2015; Arredondo-
Alonso et al., 2017). La decision de realizar pooles equimolares de ADN a partir de muestras
compuestas podria haber favorecido una representacion mas homogénea de las areas de estudio,
aunque a expensas de una mayor diversidad de secuencias y, en consecuencia, ensamblados mas
fragmentados. Finalmente, la obtencion de secuencias similares a plasmidos previamente
reportados en Bradyrhizobium coincide con la alta prevalencia de este género observada en los

diferentes sitios y tratamientos muestreados, tal como se discute en capitulos previos.

A partir del andlisis metagenémico centrado en genes del ciclo del carbono, se identificaron
cambios en la abundancia de genes vinculados al reciclaje de compuestos orgédnicos. Este enfoque
se ve favorecido por los avances, colaborativos y acumulados, en bases de datos y herramientas
que clasifican secuencias funcionales del metabolismo del carbono (The CAZypedia Consortium,
2018). Ademas, se ha documentado que las variaciones en la abundancia de secuencias
codificantes para CAZymes en muestras de suelo se correlacionan estrechamente con cambios en
la actividad potencial de estas enzimas (Trivedi et al., 2016). En este sentido, el tratamiento de
rotaciones agricolas mostrd el cambio mas marcado en el potencial de reciclaje de compuestos
organicos en comparacion con el campo natural, evidenciado por una profunda alteracion en la
abundancia de genes que codifican CAZymes. Se observaron aumentos en 10 familias de glicosil
hidrolasas involucradas en la degradacion de polimeros vegetales, junto con una disminucioén en
23 familias de enzimas también asociadas a compuestos de origen vegetal. Este patron podria estar
vinculado con el drastico cambio en la cobertura vegetal, donde las especies nativas del campo
natural son reemplazadas por cultivos monoespecificos sucesivos, sostenidos mediante el uso de

Tesis de Doctorado PEDECIBA-Biologia 124



herbicidas. Este cambio estructural en la vegetacion podria explicar la profunda remodelacion
observada en la abundancia de CAZymes involucradas en la degradacion de polimeros carbonados

vegetales, fenomeno que ha sido reportado en estudios recientes (Huang et al., 2024).

La clasificaciéon de CAZymes segun su especificidad de sustrato —ya sea polimeros presentes en
tejidos vegetales o en microorganismos— permitid detectar variaciones en las poblaciones de
descomponedores. Esta clasificacion segin el origen de los sustratos es coherente con los
resultados obtenidos en relacion con los usos y coberturas del suelo muestreados. Tratamientos
que implican la adicidon de especies vegetales en la cobertura del suelo (como el mejoramiento de
campo natural y la siembra de pasturas perennes) o el reemplazo total de la vegetacion nativa
(como en agricultura) muestran un aumento en al menos una enzima asociada a la degradacion de
polimeros vegetales, acompanado de la pérdida de varias otras. Estos cambios podrian estar
reflejando alteraciones en la estructura de descomponedores particularmente en respuesta a la
identidad de las especies vegetales presentes (Zhu et al., 2024). La intensificacion de las practicas
agricolas, que modifica tanto la calidad como la disponibilidad de la materia organica en el suelo,
podria estar alterando el potencial del microbioma para degradar material vegetal (Allison &

Martiny, 2008; Hartmann et al., 2015).

Por otro lado, se observaron disminuciones en la abundancia de enzimas involucradas en la
utilizacion de compuestos carbonados de origen microbiano, como quitina y peptidoglicano, en
todos los tratamientos de intensificacion. En particular, ocho enzimas disminuyeron su abundancia
en agricultura, tres lo hicieron en el tratamiento de fertilizacioén, y una en la siembra de pasturas
perennes. En el tratamiento de mejoramiento del campo natural no se registraron pérdidas de
enzimas asociadas al reciclaje de carbono microbiano. La disminucién en el contenido de carbono
orgdnico observada en suelos agricolas respecto al campo natural ha sido vinculada a una
reduccion del carbono de origen microbiano (Wang et al., 2021; Liang et al., 2019). Se ha
demostrado que una via muy importante de formacion de materia orgénica en el suelo es a través
de la acumulaciéon de necromasa microbiana, formada a partir de los exudados radiculares de
plantas (Qu, et al 2024). A partir de nuestros datos, se identifica un gradiente de afectacion en el
potencial para el reciclaje de necromasa microbiana medido a través del cambio en la abundancia

de enzimas especificas para la utilizacion de polimeros de carbono microbiano. Posiblemente
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como consecuencia de la menor disponibilidad de necromasa, la cual constituye el sustrato

principal para algunos microorganismos descomponedores.

A partir del andlisis del ciclo del nitrogeno se observa un gradiente en los cambios de abundancia
de genes vinculados al ciclado de este nutriente. La asociacion entre genes funcionales y diferentes
pools o procesos de reconversion de nutrientes en el suelo ha sido recientemente demostrada, lo
que permite utilizar estos cambios como indicadores de alteraciones en la ocurrencia de distintos
procesos biogeoquimicos (Jia et al., 2025). En primer lugar, la conversion del campo natural a
agricultura vuelve a ser el uso del suelo con mayor impacto sobre la abundancia de genes del ciclo
del nitrogeno. Le sigue el tratamiento de fertilizacion del campo natural, en el cual no se modifica
la cobertura vegetal, pero se incorpora nitrogeno en forma de urea. Esta practica muestra efectos
negativos significativos, evidenciados por una disminucion generalizada de genes implicados en
procesos esenciales como la fijacion bioldgica de nitrégeno, la desnitrificacion y la reduccion de

nitratos.

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) es un proceso metabolicamente costoso, por lo que se
encuentra fuertemente regulado. Se ha reportado que la disponibilidad de amonio actia como un
inhibidor de este proceso, mediante la sefializacion mediada por proteinas PII (Dixon & Kahn,
2004). Asimismo, la presencia de nitrato también inhibe la FBN a nivel de planta, especialmente
en la formacion de nédulos en leguminosas (Okamoto et al., 2013). Dada su importancia para la
sostenibilidad de los sistemas agricolas, algunos grupos de investigacion trabajan en el desarrollo
de estrategias para desacoplar esta regulacion de la disponibilidad de nitrogeno en suelos, lo que
permitiria mantener su funcionalidad incluso bajo condiciones de alta concentracion de N (Wen et

al., 2021).

Por su parte, el proceso de desnitrificacion —la conversion de nitrato (NOs") a nitrogeno gaseoso
(N2)— representa una pérdida de nitrégeno para el suelo y estd mediado por los genes nirK, nirS
y nosZ. En nuestros resultados, se detectd una disminucién en la abundancia de estos genes en los
tratamientos de rotacion agricola y fertilizacion. Aunque las diferencias observadas fueron leves,
resultaron estadisticamente significativas. Si bien existen reportes contradictorios sobre la
abundancia de estos genes en distintos agroecosistemas (Yang et al., 2017), la mayoria indica un

aumento de la desnitrificacion en sistemas agricolas fertilizados. Se ha propuesto que factores
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ambientales como el pH, la relacion P/N y la disponibilidad de NH4" en el suelo pueden influir
mas que la propia composicion microbiana en la regulacion de los procesos de nitrificacion y
desnitrificacion en suelos forestales fertilizados (Tang et al., 2019). La alta abundancia de genes
asociados a la via de desnitrificacion en suelos de campo natural podria estar relacionada con la
prevalencia del género Bradyrhizobium, cuyos genomas codifican las enzimas necesarias para este

proceso (Bedmar et al., 2005; Obando et al., 2019).

Otro cambio relevante observado fue la disminucion en la abundancia de genes asociados a la
reduccion desasimilatoria de nitratos, proceso en el cual el nitrato es transformado en amonio bajo
condiciones anaerdbicas, actuando como aceptor final de electrones (Cheng et al., 2022). Este
proceso convierte una forma altamente soluble y movil de nitrogeno en otra de menor movilidad
y mayor retencion en el suelo (Li et al., 2023). Ha sido vinculado a suelos con altas concentraciones
de carbono y nitrégeno, y a mayores tasas de ocurrencia en sistemas pastoriles (Cheng et al., 2022).
Por otro lado, en el tratamiento con pasturas implantadas se observo un leve incremento en genes
relacionados con el metabolismo organico del nitrégeno, lo que sugiere que la incorporacion de
especies vegetales puede modular favorablemente algunos procesos del ciclo del nitrogeno (Hu et

al., 2015; Ramirez et al., 2012).

En el caso del ciclo del fosforo, la agricultura fue nuevamente el uso del suelo mas impactado, con
una disminucién en la abundancia de 24 genes y un aumento sélo en 6, en comparacioén con el
campo natural. El tratamiento de fertilizaciéon mostré un efecto mas moderado, con disminucion
en apenas tres genes relacionados con la degradacion de fosfonatos y el metabolismo de
compuestos organicos. En el tratamiento con pasturas, sin embargo, se detectd una disminucioén
significativa en genes clave como gnl/, involucrado en el metabolismo de fosfonatos, junto con
otros cuatro genes relacionados con la degradacion de fosfonatos y purinas. Estos cambios podrian
explicarse por la alteracion en la disponibilidad de fésforo y por modificaciones en los aportes de

materia organica al suelo inducidas por practicas agricolas intensivas (Lori et al., 2017).

La literatura respalda que la intensificacion agricola y la conversion de campos naturales a sistemas
manejados provocan una disminucion en la diversidad microbiana (aunque en esta tesis se observo
una diminucion el diversidad de hongos y no de bacterias) y en la funcionalidad de los ciclos de

nutrientes. Multiples estudios han demostrado que el cambio en el uso del suelo afecta
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negativamente los procesos bioquimicos del carbono, nitrogeno y fésforo, comprometiendo la
sostenibilidad y resiliencia de los ecosistemas edaficos (Cole, et al 2024; Lauber et al., 2008;
Ramirez et al., 2012). En contraste, practicas de manejo menos invasivas —como la sobresiembra
de leguminosas o la adicidon de fésforo— parecen atenuar estos efectos negativos, conservando en
mayor medida la funcionalidad microbiana esencial para el reciclaje de nutrientes. En conjunto,
estos hallazgos destacan la importancia de adoptar estrategias de manejo del suelo que mantengan

la integridad de los procesos microbianos y, por ende, la sostenibilidad de los ecosistemas agricolas.

4.5 Conclusion

En conjunto, el andlisis metagendomico revela que la intensificacién del uso del suelo genera
cambios profundos en la estructura y funcionalidad del microbioma edafico, con impactos directos
sobre los ciclos del carbono, nitrogeno y fosforo. La conversion de campo natural a agricultura
surge como el factor mas disruptivo, asociado a pérdidas en la capacidad de reciclaje de necromasa
microbiana, disminucion de genes vinculados a la fijacidon biologica y desnitrificacion, asi como
alteraciones importantes en el metabolismo del fésforo. En contraste, manejos menos invasivos,
como la fertilizacion moderada o incluso la siembra de pasturas, muestran efectos mas atenuados,
conservando parte de la funcionalidad microbiana. Ademads, la presencia de géneros como
Udaeobacter o 1a diversidad de Actinobacteriota con su potencial biotecnologico destacan el valor
del microbioma de campo natural como reservorio clave de funciones ecologicas y metabolicas.
Estos resultados evidencian que la resiliencia de los suelos frente a la intensificacion depende de
mantener comunidades microbianas diversas y funcionales, lo que subraya la necesidad de
estrategias de manejo que prioricen la sostenibilidad y preserven la integridad de los procesos

microbianos esenciales para la salud del suelo y la productividad a largo plazo.
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CAPITULO V

Discusion
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5.1 Alcances y limitaciones de los métodos utilizados.

Este trabajo constituye el primer estudio en evaluar los efectos de diferentes manejos de
intensificacion del uso del suelo sobre las comunidades microbianas en pastizales del Rio de la
Plata, segun nuestras revisiones. A pesar de la importancia productiva de este bioma, sus
comunidades microbianas siguen estando escasamente caracterizadas. Diversos estudios han
demostrado que muchas conclusiones obtenidas en otros tipos de suelo, climas o regiones no son
necesariamente extrapolables (Li, et al 2025). En Uruguay, el campo natural representa un recurso
productivo de gran relevancia, cuya conservacion y mejora productiva son objetivos prioritarios.
Existen esfuerzos tanto académicos como productivos enfocados en su preservacion, pero el
conocimiento sobre los efectos de la intensificacion del uso del suelo en las comunidades

microbianas locales sigue siendo limitado. Este trabajo se propuso justamente cubrir ese vacio.

Los resultados obtenidos también buscan aportar insumos relevantes para la agronomia, dado el
interés en comprender como distintos manejos afectan el recurso suelo y los procesos que inciden
en la productividad. En este marco, se han establecido numerosos experimentos de largo plazo
(ELPs) en diversas regiones del pais, coordinados por multiples instituciones, con el objetivo de
evaluar los impactos de la intensificacion del uso del campo natural. En este estudio se analizo el
microbioma del suelo en cinco ELPs ubicados en distintas ecorregiones del Uruguay. Una de las
principales fortalezas de estos estudios inter-ELP es su capacidad para detectar de forma robusta
los efectos del manejo a escala pais, al contemplar la variabilidad natural de las comunidades

microbianas del campo natural (Richter et al, 2007).

Los experimentos de largo plazo son fundamentales en la investigacion agrondmica, ya que
permiten estudiar los efectos acumulados de manejos a lo largo del tiempo, tal como ocurre en los
sistemas productivos reales, donde la sucesion de cultivos tiene efectos en la estructuracion del
microbioma del suelo (Dang et al. 2024). En este sentido, existe una amplia evidencia sobre el
llamado efecto legado en las comunidades microbianas del suelo: cambios estructurales o
funcionales que persisten mas alld de la perturbacioén o condiciones que los generd (Jing et al,
2022). Estos efectos pueden incluso manifestarse en el microbioma asociado a raices u 6rganos de
las plantas, con consecuencias directas sobre la productividad vegetal (Hannula et al, 2021).
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Utilizar ELPs permite minimizar la influencia de estos legados previos y atribuir los cambios

observados en el microbioma a los manejos aplicados de manera continuada en el tiempo.

La eleccion de técnicas de secuenciacion masiva de amplicones, complementadas con
metagenomica shotgun, permitidé una caracterizacion precisa de los cambios en el microbioma
edafico. En este sentido, a través de ambas aproximaciones hemos obtenido informacién coherente
y complementaria. A modo de ejemplo, observamos que la adicion de nitrogeno al suelo se asocia
con la pérdida de géneros tradicionalmente vinculados a la fijacion biolodgica de nitrogeno, como
Bradyrhizobium y miembros del orden Azospirillales. De forma consistente, se detectd también
una disminucion significativa en la abundancia del gen nifH, marcador funcional de la nitrogenasa.
Estos resultados ponen de manifiesto que los resultados de ambas técnicas, secuenciacion masiva
de amplicones y metagendmica shotgun, son coherentes en sefialar una reduccion en el potencial

de fijacion biologica de nitrégeno bajo sistemas que implementan este manejo de intensificacion.

Estas aproximaciones basadas en ADN han demostrado ser eficaces para detectar alteraciones
microbianas, aunque también presentan limitaciones, como la deteccion de ADN de organismos
muertos o inactivos (Carini, et al, 2017). Este fenomeno, conocido como ADN reliquia, puede
tener mayor impacto en estudios longitudinales que comparan un mismo sitio en diferentes
momentos, mas que en comparaciones entre sitios con largos periodos de manejo diferenciado
(Carini, et al, 2020). En este trabajo, el hecho de que los sitios muestreados presenten, como
minimo, seis afios bajo el mismo régimen de manejo permite reducir significativamente el impacto
del ADN reliquia, dado que su degradacidon ocurre a tasas constantes e independientes del
organismo del cual proviene (Lennon, et al 2018). Sin embargo, esto debe ser tenido en cuenta al

momento de disefiar muestreos que tengan como objetivo estudiar el ADN de suelos.

Las metodologias empleadas aqui ofrecen una caracterizacion exhaustiva a nivel de secuencias del
microbioma del suelo en los distintos ELPs muestreados. Existen multiples aproximaciones que
se pueden utilizar para el analisis de estos datos, muchos de los cuales exceden los objetivos de
esta tesis. En este sentido, la disponibilizacion publica de las secuencias generadas permite que
futuros estudios agrondmicos sobre estos ELPs incluyan la dimension microbiana en sus analisis.
Asimismo, contar con datos microbianos vinculados a variables agrondmicas y ambientales

favorece la inclusion de suelos uruguayos en meta-andlisis globales y en modelos que predicen
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respuestas del microbioma a diferentes manejos, un area donde la representacion de América del
Sur continua siendo escasa (Zhou, et al, 2020, Jurburg, et al, 2024). Ademas, las herramientas
bioinformaticas y protocolos utilizados constituyen un insumo valioso para otros investigadores

que deseen reanalizar datos de sitios similares o aplicar metodologias comparables.

Este estudio también priorizé la estandarizacion del protocolo de muestreo, lo que permitié realizar
comparaciones consistentes entre manejos y entre ELPs. Se ha demostrado que las muestras
compuestas incrementan linealmente la diversidad detectada seglin el nimero de submuestras que
incorporan, mientras que el area muestreada no tiene el mismo efecto (Jurburg, et al 2025). En este
trabajo, las muestras compuestas tomadas en dareas delimitadas y replicadas de forma
independiente se comportaron como réplicas técnicas reales. Asi lo muestran las distancias de beta
diversidad, que evidenciaron un fuerte agrupamiento entre réplicas de una misma parcela,
confirmando una alta similitud composicional. Esto sugiere que el protocolo empleado genera
datos consistentes y con bajo ruido proveniente de las metodologias de generacion de datos. El uso
de estandares validados por iniciativas globales, como el Earth Microbiome Project

(https://earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/),  facilita la  reutilizacion y la

comparabilidad futura de los datos obtenidos.

5.2 Caracterizacion del microbioma de campo natural

A partir de los resultados obtenidos hemos detectado un gradiente de cambios en el microbioma
de suelos, en funcion del uso del suelo analizado. Para obtener estos resultados, hemos utilizado
como linea de base, el microbioma de suelo de campo natural. A partir del muestreo de diferentes
sitios de nuestro pais, los cuales se distribuyeron en 8 departamentos de Uruguay. Consideramos
que este trabajo constituye el analisis mdas abarcativo, hasta el momento, del microbioma de suelo
de pastizales uruguayos. Trabajos previos describieron la estructura de comunidades bacterianas y
la prevalencia de diferentes Phylum en estas comunidades. En dicho analisis se describen
diferentes variables fisicoquimicas que estructuran las comunidades bacterianas de suelos
(Garaycochea, et al 2020). Sin embargo, esta caracterizaciéon no ahonda en las comunidades
fingicas y tampoco genera datos metagenomicos que permitan ensamblar genomas de los

microorganismos mas abundantes en estos suelos.
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En cuanto a la caracterizacion de las comunidades microbianas hemos logrado avanzar en la
descripcion de algunos géneros que han sido prevalentes en los diferentes suelos. Por un lado,
como fue mencionado anteriormente el género Bradyrhizobium contiene representantes que han
sido aislados en simbiosis con leguminosas nativas como Desmodium incanum en el sur de Brasil.
Estos aislamientos han sido efectivos en la nodulacion y en el proceso de fijacion bioldgica de
nitrogeno (Silva, et al. 2020). Sin embargo, existen aislamientos de este mismo género obtenidos
a partir de suelos de pasturas que carecen de los genes necesarios para la nodulacioén y que por lo
tanto tampoco son fijadores de nitrogeno (Jones, et al 2016). A partir de esto resulta de interés
continuar con la caracterizacion de aislamientos del género Bradyrhizobium obtenidos de suelos

de campo natural.

Por otra parte, se logré detectar una importante prevalencia de ASVs pertenecientes al orden
Azospirillales. El hecho de que la clasificacion de esta, y otras, ASV con alta prevalencia haya
sido consistentemente a nivel de orden, evidencia la poca caracterizacion y representacion de los
microbiomas de suelo nativos de Uruguay en bases de datos globales de microorganismos. Este
efecto ha sido discutido anteriormente para el ambiente suelo en general (Choi, et al 2017). Sin
embargo, debido a la importancia y al posible rol de este ASV en la disponibilizacion de nitrégeno
llama la atencion su poca caracterizacion taxondmica y funcional. En estudios anteriores, en
ambientes similares del sur de Brasil se ha logrado describir la importancia de este grupo funcional
para la fijacion bioldgica de nitrogeno especialmente asociados a gramineas del tipo Ci, que
también se encuentran en suelos uruguayos (Marques et al, 2017). Seria interesante determinar la
especificidad de esta asociacion, de forma de poder determinar roles funcionales de especiales

vegetales y su microbioma asociado en el campo natural.

De la misma manera, hemos detectado alguna ASVs clasificadas dentro de la familia
Xanthobacteraceae y que han sido muy prevalentes en los distintos sitios muestreados. La
reconstruccion de multiples genomas clasificados en el género BOG-931, a partir de la
secuenciacion shotgun, y su gran prevalencia en los suelos muestreados podria indicar que nos
encontramos detectando los mismos microorganismos a traves de dos estrategias de secuenciacion
diferentes, donde la reconstruccion de genomas, como es de esperar, permite una mayor resolucion
taxondmica que la secuenciacion de un fragmento del ARNr 16S. Esto podria ser corregido

generando datos de las secuencias completas del gen codificante del ARNr 16S a través de
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tecnologias de secuenciacion de lecturas largas (Hrovat, et al 2024). Para probar que aquellas
secuencias de ASVs con mayor prevalencia se corresponden con los MAGs recuperados se
deberian extraer las secuencias del ARNr 16S de MAGs y alinearlas contra secuencias

representativas de ASVs.

Por otra parte, al analizar las ASVs y géneros fungicos con mayor prevalencia en nuestro conjunto
de datos, observamos géneros como Fusarium, Alternaria y Verticillium. Estos se encuentran
asociados a patogenicidad en plantas (Thomma, 2003), aunque también contienen especies no
patogénicas y pueden sobrevivir en suelo en un estilo de vida saprofitico (Veloso, et al 2021). De
hecho, la expresion de enfermedades incluye la presencia de hospederos vegetales y de
condiciones ambientales favorables para que ocurra el proceso de patogénesis (Karunarathna, et
al 2021). Para pasturas se ha descripto que la pérdida de biomasa vegetal por patégenos fungicos
se define por un compromiso entre la energia requerida para la activacion de mecanismos de
defensa y la energia requerida para la formacion de biomasa, esto también termina afectando la
abundancia de patdgenos fingicos en las pasturas (Cappelli, et al 2020). Entender las dinamicas
de patogenos fingicos en pastizales de Uruguay puede permitir disefiar estrategias para aumentar
la productividad vegetal, sobre todo en este ambiente donde la productividad esta marcada por una
importante estacionalidad (Jaurena, et al 2021). A su vez, en un contexto de cambio climatico
donde la distribucion global de patdégenos fungicos podria cambiar en respuesta a diversos factores
(Singh, et al 2023), resulta fundamental lograr una descripcion de la linea de base de patogenos

fingicos en el bioma mas extendido de Uruguay.

Por otra parte, la deteccion de hongos que pueden establecer simbiosis con la raiz de las plantas,
como hongos micorricicos arbusculares o ASVs pertenecientes al género Serendipita, permite
inferir que este tipo de estrategias para la captacion de nutrientes se encuentra extendida en
pastizales nativos. Esto también ha sido modelado por estudios que buscan entender patrones de
diversidad fungica a nivel global, donde se predice una alta diversidad de hongos micorricicos
arbusculares en los pastizales templados del rio de la plata (Mikryukov, et al 2023). Este efecto
también ha sido confirmado en otros trabajos locales a través del muestreo de raices directamente
y el uso de microscopia para la deteccion del establecimiento de esta simbiosis en diferentes
especies vegetales. A su vez, se ha establecido que el nivel de P disponible en el suelo es una

variable importante en la modulacion de diferentes estrategias de adquisicion de fosforo, dentro
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de las cuales se encuentra el establecimiento de la simbiosis micorricica (Michelini, et al 2025).
En este trabajo hemos detectado géneros que también han sido reportados para paises como
Argentina y Brasil que forman parte del bioma Pastizales del Rio de la Plata. A partir de nuestro
muestreo reportamos 378 ASVs dentro del Phylum Glomeromycota, lo cual constituye una
diversidad muy importante si lo comparamos con las 25 especies reportadas para todo el territorio

argentino entre 1997 y 2023 (Lugo, et al 2023).

A su vez, nuestro reporte parece ser el primero en detectar la alta prevalencia del género
Serendipita en pastizales nativos de Uruguay. Si bien existen algunos reportes en Brasil, estos son
principalmente asociados a orquideas, las cuales no se encuentran ampliamente representadas en
el campo natural uruguayo (Miranda et al, 2021). Existe informacion sobre la asociacion de
representantes de este género con algunas especies de pastos y por tanto su distribucion en
pastizales de diferentes latitudes ha sido reportada previamente (Ray, et al 2021; Lin, et al 2025).
Sin embargo, se desconoce el impacto de esta simbiosis en la productividad de pastizales
templados, mas atn en el pastizal uruguayo. Teniendo en cuenta que existe evidencia de mejoras
en la resistencia frente a Fusarium y también de mejoras en la performance frente a sequias (Sefloo,
et al 2021; Boorboori & Zhang 2022), continuar estudiando esta simbiosis podria ser importante

hacia la mejora en la productividad primaria de pastizales nativos en Uruguay.

5.3 Impacto de la intensificacion en el uso del suelo sobre
el microbioma de campo natural.

En este trabajo se evaluaron diferentes opciones de intensificacion del uso del campo natural, cada
una con manejos que pueden impactar de manera diferencial en el microbioma del suelo. Los
resultados muestran que los sistemas ganaderos intensificados, incluyendo la fertilizacion
moderada, el mejoramiento de campo natural y las pasturas implantadas, no generan cambios
significativos en la diversidad alfa ni en la diversidad beta de bacterias y hongos. Este patron
sugiere que el microbioma del suelo presenta cierto grado de resistencia frente a manejos
productivos de intensidad intermedia, posiblemente debido a la heterogeneidad del habitat edafico

y la permanencia de coberturas vegetales que contribuyen a su estabilidad (Sinha et al., 2024;

Arora, 2025).
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En contraste, la agricultura con cultivos anuales se destacd como el uso del suelo mas disruptivo.
En este tratamiento se detect6 una pérdida significativa de diversidad fungica, lo que concuerda
con reportes previos que asocian la intensificacion agricola a una reduccion en la
multifuncionalidad de las comunidades biologicas de suelo (Xue et al.,, 2023). Ademas, la
implantacion de pasturas perennes fue el otro tratamiento que mostré cambios en diversidad
fingica respecto al campo natural. Estos efectos podrian estar vinculados a una menor diversidad
de la cobertura vegetal (Shen et al., 2021; Wang et al., 2022) y al uso de fungicidas ya sea de

manera preventiva o curativa(de la Cruz et al., 2024; Zhang et al., 2024).

El andlisis de la estructura de las comunidades confirmé esta tendencia: los cambios en la
composicion de comunidades fiingicas fueron significativos Unicamente en agricultura, donde se
observd un agrupamiento claro por uso del suelo. En los demas casos, tanto bacterias como hongos
tendieron a agruparse por sitio de muestreo mas que por manejo, lo que refleja el fuerte efecto de
factores edaficos y ambientales locales. De hecho, estudios globales han mostrado que en orden
de importancia la distancia geografica entre sitios, la temperatura media anual, el pH del suelo y
el contenido de nitrogeno explican gran parte de la variacion en la composicion fungica, lo que

hace esperable el patron observado en esta tesis (Mikryukov et al., 2023).

En cuanto a la diversidad bacteriana, no se detectaron cambios significativos en ninguno de los
tratamientos intensificados. Este resultado puede estar vinculado a la alta diversidad intrinseca de
bacterias del suelo y a la limitada profundidad de secuenciacion alcanzada en este trabajo. A escala
global, se ha reportado que unos pocos taxones bacterianos dominan las comunidades edéficas y
pueden enmascarar cambios sutiles bajo esfuerzos de secuenciacion moderados (Delgado-
Baquerizo et al., 2018). Asimismo, no se evaluaron cambios en diversidad funcional, un enfoque
que en otros estudios ha mostrado ser mas sensible para detectar alteraciones en la estructura de

comunidades microbianas bajo intensificacion agricola (Bahram et al., 2018).

En conjunto, estos resultados confirman que la magnitud del impacto sobre el microbioma depende
fuertemente del grado de disturbio fisico-quimico al que se somete al suelo y a alteraciones en la
productividad primaria y su estacionalidad. Mientras que los sistemas ganaderos y mixtos
mantienen comunidades relativamente estables, la agricultura convencional se posiciona como la
practica mas disruptiva, generando cambios profundos en la estructura y diversidad del

microbioma edafico (Parameswari et al., 2025; Vifas et al., 2025; Shamshitov et al., 2025). Debido
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a la baja resolucion de los datos fisico-quimicos generados, donde contamos con un dato para cada
sitio y tratamiento, no se exploraron de manera detallada los cambios en estructura de las
comunidades microbianas dados por las variables fisicoquimicas como pH, contenido de carbono

organico o textura del suelo.

5.3.1 Impacto de la intensificacion en el uso del suelo en funciones

microbianas vinculadas al ciclado de carbono
Al analizar los genes que codifican CAZYmes detectamos un cambio que se asocia con el
gradiente de intensificacion estudiado, donde la agricultura genera mayor nimero de cambios
significativos en la abundancia de estos genes, seguido por la fertilizacion del suelo. Ya se han
reportado cambios en la abundancia de genes involucrados en el ciclado de compuestos carbonados
a partir de cambios en el uso del suelo (Zhu, et al., 2024). A su vez, dichos cambios se asociaron
a cambios en parametros fisicoquimicos donde destacaron los cambios en el contenido de carbono
organico del suelo. El andlisis de sustratos de CAZymes ha demostrado ser util para el
entendimiento de dinamicas de Carbono del suelo. En un estudio reciente se ha reportado que
diferentes tipos de vegetacion generan perfiles de CAZymes diferentes (Yu, et al 2024), donde se
detalla la importancia de diferentes sustratos segun el tipo de cobertura muestreada. Para pastizales
templados se ha determinado que la rizodeposiciéon es una de las fuentes de carbono mas
importante en los suelos (Panchal, et al., 2022). El cambio en la estructura molecular de los
exudados radiculares podria explicar los cambios en el perfil de CAZymes que hemos obtenido

para los diferentes usos del suelo.

La hipétesis del minado de recursos (resource mining) explica la importancia de la necromasa
microbiana para el metabolismo de los microorganismos del suelo. A partir de este recurso los
microorganismos pueden obtener mondémeros estructurales sin sintetizarlos de novo, y de esta
forma logran disminuir considerablemente el costo energético para la biosintesis de sus propias
macromoléculas (Kastner, et al., 2021). Nuestros resultados indican una disminucién en la
abundancia de genes que codifican enzimas hidroliticas especificas para quitina y peptidoglicano
a lo largo de un gradiente de intensificacion en el uso del suelo. Estas moléculas constituyen
componentes estructurales clave de las paredes celulares de hongos y bacterias, respectivamente,
y su degradacion representa un paso fundamental en el reciclaje de necromasa microbiana. Una

menor presencia de estas CAZymes sugiere, por tanto, una reduccion en el potencial funcional de
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la comunidad microbiana del suelo para descomponer necromasa y obtener mondmeros
estructurales, con posibles consecuencias directas sobre la dindmica y la estabilizacién del carbono

organico en el suelo.

La necromasa microbiana es una de las principales vias de entrada de carbono a la fraccion de
Materia Organica Asociada a Minerales (MAOM), la cual representa el pool de carbono mas
estable y de mayor tiempo de residencia en suelos (Cotrufo, et al., 2013). Recientemente se detectd
a través de técnicas de modelado de fases que esta fraccion se forma predominantemente a través
de procesos “in vivo”, es decir a través de la inmovilizacion de compuestos organicos que
contribuyen a la formacion de biomasa microbiana. Posteriormente, los productos microbianos,
incluida su necromasa, son estabilizados mediante asociaciones con minerales del suelo como las
particulas de arcillas con cargas negativas (Manzoni & Cotrufo 2024). Un estudio reciente a partir
de la abundancia natural de is6topos de carbono reporta que la MAOM que ha sufrido multiples
ciclos de reciclaje —es decir, su descomposicidon parcial y reincorporaciéon a nueva biomasa
microbiana— se encuentra formando parte de agregados ocluidos y altamente adsorbida a
compuestos minerales por lo cual es mas estable a largo plazo. En este sentido, nuestros hallazgos
cobran mayor sentido, dado que la disminucion en el potencial de reciclado de necromasa en suelos
con mayor intensificacion podria afectar la estabilizacion de la MAOM a largo plazo. Esto se
condice con resultados obtenidos en un estudio donde evaluan el uso de fertilizantes a largo plazo
en pastizales, a partir del analisis de las diferentes fracciones de la MOS, reportan una disminucion
en la estabilizacion de la materia orgénica del suelo y un aumento de la proporcion de POM

respecto a la MAOM (Rocci, et al., 2022).

A su vez, en los usos del suelo mas intensificados, como las rotaciones agricolas, observamos no
solo una menor abundancia de genes CAZyme, sino también una reduccion del contenido total de
carbono del suelo. La menor disponibilidad de sustratos y nutrientes debido, entre otras cosas, a la
disminucion en la cobertura del suelo, podria estar limitando la actividad y el crecimiento
microbiano, afectando la produccidon de biomasa, necromasa y su procesamiento posterior (Cotrufo,
et al., 2013). Existe evidencia de que los procesos de formacién de necromasa pueden afectar su
calidad y por tanto su reciclado. Se cree que el uso intensivo de insumos quimicos podria afectar
el proceso de formacién de necromasa por acumulacion de ROS y otros compuestos toxicos que

podrian derivar en un menor reciclado del carbono asimilado por microorganismos (Camenzind,
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et al., 2023). Este efecto podria contribuir a una desaceleracion de la acumulacion de carbono

estable en suelos sometidos a manejo intensivo.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la idea de que la funcionalidad microbiana —y en particular,
el reciclaje de necromasa— es un componente clave en la capacidad de los suelos para secuestrar
carbono de manera sostenida. En escenarios de intensificacion agricola, donde se reduce tanto la
cantidad como la calidad del carbono disponible y la actividad microbiana funcional, los procesos
que conducen a la estabilizacion de carbono en la MAOM pueden verse comprometidos. Esto
limita no solo el almacenamiento actual de carbono, sino también la capacidad futura del suelo

para actuar como sumidero en estrategias de mitigacion del cambio climatico.

5.3.2 Impacto de la intensificacion en el uso del suelo en funciones

microbianas vinculadas al ciclado de nitrogeno y fosforo
El impacto de la intensificacion en el uso del suelo en la abundancia de genes vinculados al ciclado
de nutrientes demuestra un claro gradiente en la disminucion en la abundancia de genes vinculados
al ciclado de nitrégeno y fosforo. En este gradiente, la agricultura aparece como el uso del suelo
que genera mayor cantidad de cambios respecto al control de campo natural. Estos cambios en los
procesos han sido observados en algunos estudios y se ha probado que pueden revertirse luego del
cambio en el uso del suelo nuevamente hacia pasturas. A su vez, el siguiente uso del suelo con
mayor impacto, medido a través del nimero de genes que presentan cambios significativos en su
abundancia respecto al control, fue la fertilizacion del campo natural. Se ha reportado a través de
multiples ensayos que la fertilizacion inorganica del suelo puede afectar de manera considerable
el microbioma del suelo, aunque aun no existe claridad en los mecanismos detras de los cambios
reportados. Si bien se ha visto que la adicion de nitrogeno puede contribuir a la acumulacion de
carbono organico en el suelo a corto plazo, estos efectos no son estables a largo plazo (Liu, et al.,
2023). Ademas, el uso intensivo de nutrientes en pasturas templadas puede llevar a problemas

ambientales a través de la pérdida de nutrientes por escorrentia (Apostolakis, et al., 2022).

La pérdida de capacidad de ciclado general de nutrientes, a medida que se intensifica el uso del
suelo, deja en claro la necesidad de evaluar estrategias alternativas para la mejora del crecimiento
vegetal. Existen diferentes alternativas en este sentido, la utilizacion de cultivos de cobertura, junto
con la disminucién en la dosis de Nitrégeno utilizado, puede ser una estrategia de fertilizacién

sustentable. Esta practica acarrea beneficios en la estructura del suelo y en el ciclado de nutrientes,
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como pueden ser la acumulacion de nitrogeno en compuestos organicos mas estables (Restovich
et al, 2019). A su vez, se ha evaluado el uso de fertilizantes organicos para la mejora de la
productividad vegetal en pasturas y también en cultivos agricolas. Como resultado de un meta-
analisis reciente se encontrd una mejora en la productividad vegetal, pero también en el contenido
de Carbono organico del suelo en estos sistemas. A diferencia de la fertilizacion inorganica, no se
detecto pérdida de diversidad de especies en las pasturas suplementadas con fertilizantes orgéanicos.
Este tipo de manejos dan pauta de que existen alternativas con manejos que permiten mantener
una alta productividad y que pueden disminuir los efectos negativos de la fertilizacion inorganica

(Shi, et al 2024).

Por otra parte, también se detectaron cambios a nivel de los genes vinculados a la utilizacion de
fosforo. En este caso, los métodos utilizados para detectar transformaciones en el ciclo del fosforo
se basan principalmente en funciones catalizadas por enzimas codificadas en genomas microbianos,
lo cual no constituye el ciclo completo de este nutriente. El fésforo (P) es un nutriente esencial que
puede limitar la productividad vegetal, incluso cuando otros nutrientes se encuentran disponibles
en cantidades suficientes. Se ha demostrado que la baja disponibilidad de P restringe el crecimiento
de la vegetacion, actuando como un factor limitante clave en ecosistemas terrestres (Hou, et al
2020). En pasturas templadas, y particularmente en el bioma del Rio de la Plata, se ha observado
que las comunidades vegetales pueden adoptar diferentes estrategias para la adquisicion de P
(Michelini, et al 2025). Estas adaptaciones podrian explicar las diferencias observadas en pasturas
diversas, que tienden a mejorar la disponibilidad de P y, en consecuencia, incrementar la

productividad en distintos ecosistemas (Chen, et al 2022).

Nuestros resultados muestran un gradiente de impacto posiblemente vinculado a la diversidad de
la cobertura vegetal. Los monocultivos, caracteristicos de las rotaciones agricolas, presentan los
mayores cambios en la abundancia de genes relacionados con el metabolismo microbiano del P.
Ademas, observamos que el ciclado del fosforo se ve estimulado por el pastoreo, una practica
ausente en suelos agricolas. En particular, la via metabolica de utilizacion de fosfonatos incrementa
su abundancia en suelos pastoreados, lo que sugiere una mayor capacidad del microbioma para

aprovechar fosfatos derivados de moléculas organicas (Liu, et al 2023).

Las asociaciones simbioticas entre plantas y hongos micorricicos desempefian un papel central en

la adquisicion de P y en el secuestro de carbono en los suelos (Wu, et al 2024; Zhang, et al 2025).
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Sin embargo, existe evidencia de que los cambios en el uso y manejo del suelo pueden alterar
significativamente la estructura de las comunidades micorricicas, afectando su funcionalidad (Zhu,
et al 2021; Zhang, et al 2023). El microbioma asociado a estos hongos también es fundamental, ya
que facilita la liberacion de nutrientes que posteriormente son transportados a la planta (Sangwan
& Prasanna, 2021). En nuestros andlisis, detectamos una pérdida de estructura en las redes de
correlacion entre bacterias y HMAs que perjudica estos procesos y, por lo tanto, reduce la
eficiencia de los mecanismos naturales para la nutricion vegetal. En este contexto, identificamos
la desaparicion del género Serendipita en todos los tratamientos con fertilizacion de fosfato
inorganico, un endofito radicular que contribuye a la adaptacion al estrés abiotico y a la nutricién

vegetal (Gan, et al 2025).

El uso del suelo con menor cantidad de cambios en el potencial de ciclado de fosforo fue el de
sobresiembra de leguminosas y adicion de fosforo. En este tratamiento el inico gen que disminuy6
su abundancia fue ppa, este se encuentra vinculado a la solubilizacién de fosforo inorganico ya
que codifica una pirofosfatasa. Se ha reportado que la inclusion de leguminosas e inoculacion de
HMAs aumenta la disponibilidad de fosforo en el suelo a través del aumento en la abundancia ppa
y ppx (Liao, et al 2023). Un manejo que podria ser interesante de explorar es la inoculacion de
HMAs como alternativa, o complemento, al agregado de fosforo inorganico en este tratamiento en
pastizales uruguayos. En este y otros trabajos se ha reportado la disminucion en la abundancia de
HMAs en este uso del suelo (Azziz, et al 2023). Este efecto podria estar vinculado a la adicion de
fosforo, lo cual fue discutido en capitulos anteriores (Ma, et al 2023). La inoculacion de HMAs
podria tener multiples ventajas desde la modulacion de especies vegetales que se logran establecer,
la mejora en el ciclado y disponibilizacion de P en el suelo y la mejora de suelos degradados

(Coban, et al 2022).

5.4 Estrategias sostenibles para la intensificacion en
sistemas agricola-ganaderos

A partir de los resultados obtenidos, queda en evidencia que ciertos manejos agricolas
convencionales, particularmente la fertilizacion quimica intensiva, pueden afectar de forma
significativa la estructura y funcionalidad del microbioma del suelo, reduciendo su resiliencia y

capacidad de sostener el ciclado de nutrientes en el suelo. En contraposicion, la adopcion de
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practicas sostenibles como pueden ser el uso de cultivos de servicio, el uso de bioinsumos, la
fertilizacion organica y uso de enmiendas orgénicas, podrian contribuir a aumentar la
productividad disminuyendo el impacto en las funciones naturales de los microbiomas,
favoreciendo procesos de ciclado de nutrientes y de nutricion vegetal en sistemas agricola-

ganaderos (Hartman & Six, 2023).

En los ultimos afos, se han abierto nuevas aproximaciones a través del desarrollo de biotecnologias
aplicadas al agro que buscan aprovechar y redisefiar el microbioma de suelos. Entre estas destacan
las aproximaciones basadas en ingenieria de microbiomas, la utilizacion de consorcios
microbianos sintéticos para mejorar la eficiencia de procesos clave como la fijacién de nitroégeno,
la solubilizacién de fosforo o la supresion de patogenos (Compant et al., 2024; de Souza et al.,
2020). Estos enfoques emergen de manera promisoria para avanzar hacia una intensificacion
sostenible, que no dependa inicamente de insumos quimiosintéticos, sino que busque potenciar

los servicios ecosistémicos mediados por los microorganismos del suelo.

Dentro de las practicas agricolas que contribuyen al fortalecimiento del microbioma del suelo,
destacan en primer lugar los cultivos de servicios o de cobertura, cuya inclusion mejora la
diversidad microbiana, incrementa la disponibilidad de carbono y promueve comunidades mas
estables. Existe informacion sobre las cualidades de estos cultivos que reducen la erosion,
aumentan la infiltracién de agua y aportan compuestos organicos que estimulan el crecimiento de
bacterias y hongos beneficiosos, fortaleciendo asi la resiliencia del sistema (Wittwer et al., 2017,
Mariotte et al., 2018). Desde un punto de vista microbioldgico, lograr una cobertura continua del
suelo, donde se generen exudados radiculares de forma ininterrumpida podria permitir el ingreso
de compuestos organicos de manera constante al suelo. En este sentido las especies sembradas, asi
como las fechas de siembra y cosecha de estos cultivos juegan un rol fundamental (Seitz, et al

2024; Shi, et al 2025).

A su vez, el uso de bioinsumos, en particular inoculantes microbianos y bioestimulantes, han
demostrado mejorar la eficiencia en la absorcion de nutrientes, estimular mecanismos de defensa
en las plantas y reducir la necesidad de agroquimicos sintéticos (Castiglione, et al., 2021).
Evidencias recientes muestran que los bioinsumos no solo actuan directamente sobre el

crecimiento vegetal, sino que también modulan las redes microbianas del suelo, generando
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comunidades con més interacciones cooperativas y con mayor potencial funcional (De Vries &
Wallenstein, 2017). Por su parte el uso de microorganismos biocontroladores emerge como una

alternativa sustentable para el control de enfermedades en diferentes sistemas (Galli, et al., 2024).

Por tultimo, la fertilizacién orgénica, a través de la aplicacion de enmiendas como compost,
estiércol o digestatos, aporta carbono al suelo y nutrientes en formas biodisponibles, lo que
promueve comunidades microbianas mas diversas y con mayor capacidad de ciclado de nutrientes.
Estudios recientes han documentado mejoras en la mineralizacién de nitrégeno y fosforo,
incremento en la biomasa microbiana y reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero en
comparacion con fertilizacion mineral intensiva (Xing et al., 2024; Li et al., 2025). Asi, la
combinacion de estas practicas representa estrategias clave para sostener la productividad agricola

al tiempo que se fortalece la funcionalidad del microbioma del suelo.

Sin embargo, persisten importantes vacios de conocimiento vinculados a estas practicas. Aun es
limitado el entendimiento de la estabilidad y persistencia de microbiomas manipulados bajo
condiciones de campo, asi como de las interacciones multitroficas que determinan su eficacia
(Compant et al., 2025). También se requiere profundizar en el escalamiento de tecnologias de
microbioma hacia distintos sistemas agricola-ganaderos, evaluando no solo la productividad, sino
también impactos en biodiversidad y emisiones de gases de efecto invernadero (Jansson &
Hofmockel, 2020; French et al., 2021). Finalmente, la integraciéon de enfoques de big data,
metagendomica y modelado predictivo representa un area critica para acelerar la transicion hacia
practicas agricolas basadas en microbiomas (Wallenstein, 2022). En conclusion, el reto hacia
adelante serd vincular las practicas regenerativas tradicionales con herramientas biotecnologicas
mas avanzadas, construyendo sistemas agricolas capaces de sostener altos rendimientos sin
comprometer la funcionalidad del suelo. Esto exige un didlogo interdisciplinario que combine
microbiologia, agronomia, ciencias del clima y otras areas con el fin de desarrollar y medir
alternativas que permitan implementar en la préctica real todo el potencial de la diversidad

microbiana en la intensificacion sostenible.
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6. Conclusiones

Esta tesis constituye una caracterizacion exhaustiva del microbioma de suelos en sistemas
ganaderos basados en campo natural en Uruguay, evaluando su estructura, diversidad y potencial
funcional a lo largo de un gradiente de intensificacion del uso del suelo. Los objetivos planteados
en la introduccion se cumplieron de manera consistente: se describieron patrones de composicion
bacteriana y fingica en distintos sitios experimentales, se identificaron respuestas diferenciales
segun practicas de manejo, y se avanzo en la comprension de la distribucion de genes vinculados

al ciclado de nutrientes esenciales como carbono, nitrogeno y fosforo.

Los resultados mostraron que los manejos ganaderos de intensificacion moderada —como la
fertilizacion, la sobresiembra de leguminosas e incluso la siembra de pasturas perennes— no
generan cambios profundos en la diversidad alfa ni beta de bacterias y hongos, sugiriendo cierta
resistencia del microbioma en estos sistemas. En contraste, la conversion agricola presentod
impactos drasticos sobre las comunidades microbianas, en particular una reduccion marcada de la
diversidad fungica y un cambio funcional asociado a la pérdida de simbiontes y al aumento de
patogenos. Estos hallazgos confirman que la agricultura constituye un punto de quiebre en la
estabilidad del ecosistema microbiano del suelo y ponen de relieve la importancia de conservar y

manejar de forma sostenible los pastizales naturales.

Asimismo, la aproximacion metagenomica permitié detectar variaciones en genes asociados al
ciclado de nutrientes, aportando evidencia de que la intensificacion modifica no solo la estructura
taxondmica de las comunidades, sino también su capacidad funcional. Esto resulta clave en un
contexto donde los servicios ecosistémicos dependen en gran medida de la integridad del

microbioma edafico.

En conjunto, la tesis aporta evidencia empirica y conceptual que vincula biodiversidad microbiana,
manejo productivo y funcionalidad ecosistémica. Resalta el valor de los pastizales templados del
Rio de la Plata como reservorios de diversidad y como reguladores de procesos criticos, y
contribuye al diseno de estrategias de intensificacion sostenible que contemplen la conservacion
de la salud del suelo. De esta manera, se da respuesta al objetivo general de comprender como el
uso y manejo del suelo afectan al microbioma y su papel en la productividad y resiliencia de los

sistemas agropecuarios del Uruguay.
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Figura Suplementaria S1. Mapa de Uruguay con los sitios muestreados para este trabajo. Las caracteristicas de las
muestras se detallan en la Tabla Suplementaria S1.
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Figura suplementaria S2. Mapa de calor del analisis del microbioma fungico core a nivel de ASV. Las ASV
correspondientes al mismo género se describen con nimeros diferentes a continuacion de la descripcion del género.
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La abundancia relativa para la deteccion de cada ASV se describe en el eje de ordenadas, mientras que diferentes
colores describen la prevalencia de ASVs para cada nivel de abundancia.
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Figura suplementaria S3. Mapa de calor del analisis del microbioma core bacteriano a nivel de ASV. Las ASV
correspondientes al mismo género se describen con numeros diferentes a continuacion de la descripcion del género.
La abundancia relativa para la deteccion de cada ASV se describe en el eje de ordenadas, mientras que diferentes
colores describen la prevalencia de ASVs para cada nivel de abundancia.
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simbiodtrofos obligados y facultativos para muestras obtenidas de Rotaciones Agricolas y Pastizales Naturales. La
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Figura Suplementaria S5. Abundancia total de contigs de fagos detectados por el software PhaBox y cuantificados
por lecturas mapeadas usando el software MMSeqs2.

Tabla suplementaria S1. Variables quimicas y fisicas medidas en cada muestra de suelo.
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Land

Region use Sample pH Mg Na CEC OM P Brayl N_NO3 N_NH4 Texture
Flores NG L-CN1 5.65 3.4 0.23 30.03 5.95 5 9 29 FAc
Flores NG L-CN2 5.65 3.4 0.23 30.03 5.95 5 9 29 FAc
Flores NG L-CN3 5.65 3.4 0.23 30.03 5.95 5 9 29 FAc
Flores AR L-RA1 5.65 :13'1 0.25 28.86 3.28 9 15 12 FAc
Flores AR L-RA2 5.65 f'l 0.25 28.86 3.28 9 15 12 FAc
3.1
Flores AR L-RA3 5.65 1 0.25 28.86 3.28 9 15 12 FAc
. 3.2
San José NG M-CN1 6.82 6 0.18 20.97 6.25 3 43 5 FL
. 3.2
San José NG M-CN2 6.82 6 0.18 20.97 6.25 3 43 5 FL
. 3.2
San José NG M-CN3 6.82 6 0.18 20.97 6.25 3 43 5 FL
. 2.0
San José AR M-RA1 6.63 3 0.08 27.52 4.4 29 29 9 FAc
. 2.0
San José AR M-RA2 6.63 3 0.08 27.52 4.4 29 29 9 FAc
. 2.0
San José AR M-RA3 6.63 3 0.08 27.52 4.4 29 29 9 FAc
. 3.3
Soriano NG P-CN1 5.85 1 0.52 17.67 4.35 3 9 30 FAc
. 3.3
Soriano NG P-CN2 5.85 1 0.52 17.67 4.35 3 9 30 FAc
Soriano NG P-CN3 5.85 i'3 0.52 17.67 4.35 3 9 30 FAc
. 2.2
Soriano AR P-RA1 5.9 4 0.14 23.47 3.74 14 17 7 FAc
. 2.2
Soriano AR P-RA2 5.9 4 0.14 23.47 3.74 14 17 7 FAc
. 2.2
Soriano AR P-RA3 5.9 4 0.14 23.47 3.74 14 17 7 FAc
3.6
Salto NG SA-CN1 5.09 s 0.14 21.5 5.9 2 55 6 FAcL
Salto NG SA-CN2 5.09 2'6 0.14 21.5 5.9 2 55 6 FAcL
3.6
Salto NG SA-CN3 5.09 s 0.14 21.5 5.9 2 55 6 FAcL
3.6
Salto AR SA-RA1 5.24 7 0.14 23.72 5.05 4 27 3 AcL
Salto AR SA-RA2 5.24 3'6 0.14 23.72 5.05 4 27 3 AcL
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Figura Suplementaria S6. Arbol filogenético de MAGs a partir de genes de copia tnica detectados por GTDB-tk. El
color de tips corresponde a los Phylum, mientras que el heatmap del exterior representa la prevalencia de cada MAG
en los diferentes usos del suelo muestreados.

Tabla Suplemetaria S3. Las tablas suplementarias vinculadas al analisis de redes de correlacion se encuentran
disponibles en el repositorio Figshare de manera publica, bajo licencia CC BY 4.0, a través de cualquiera de los
siguientes enlaces:

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.30523892.v1

https://tinyurl.com/bhn3xkv8
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