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Abstract

Due to soil degradation caused by indiscriminate use of pesticides and herbicides, search
for sustainable alternatives to conventional agriculture has taken interest around the
world. In this sense, microorganisms are important since they are involved in many
indispensable functions on soils such a nitrogen fixation. In this work, three different
cropping systems were studied i) conventional ii) organic with manure and iii) organic
with compost, with the aim to study changes occurred on bacterial communities as well as
their functionality. Experimental plots were located in Cartagena (Spain). To study these
functions, 16S gen obtain through high-throughput then a mathematical approximations
using PICRUST algorithm were used to predict functionality on soils. On the other hand, a
molecular ecological network analysis (MENA) was made to study the interactions among
these bacteria. Results of this research showed how compost can enhance some metabolic
pathways and can influence the bacterial organization favoring modulation and
connections among nodes.
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Resumen

Debido al desgaste de los suelos por el uso indiscriminado de pesticidas y herbicidas, la
busqueda de alternativas a la agricultura convencional ha ido ganando interés alrededor
del mundo. En este sentido, los microorganismos son importantes, ya que estan incluidos
en muchas funciones indispensables en los suelos, como la fijaciéon de nitrégeno. En este
trabajo se estudiaron 3 tipos de agricultura diferentes i) convencional, ii) ecoldégica con
estiércol y iii) ecoldgica con compost, con el objetivo de estudiar los cambios ocurridos en
las comunidades bacterianas, asi como su funcionalidad, las parcelas estaban ubicadas en
Cartagena (Espaiia). Para estudiar estas funciones, se utiliz6 el gen 16S obtenido a través
de la secuenciacion masiva y seguidamente se realizaron aproximaciones matematicas a
través de PICRUSt para predecir la funcion de esos microorganismos en el suelo. Por otro
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lado, se realizé un analisis de redes ecologicas moleculares (MENA) para estudiar las
interacciones entre esas bacterias. Los resultados de esta investigacion mostraron como el
compost puede incrementar algunas rutas metabdlicas y puede influir en la organizacion
bacteriana, favoreciendo la modulacion y las conexiones entre los nodos.

Palabras clave: secuenciacion de alto rendimiento; compost; MENA.

1. INTRODUCCION

Debido al uso indiscriminado de pesticidas, herbicidas y abonos sintéticos, los suelos de
todo el mundo se encuentran, dia a dia, mas deteriorados. Por lo que se hace muy necesaria la
busqueda de alternativas sostenibles y, en este sentido, la agricultura organica estd atrayendo la
atencion de la comunidad cientifica de todo el mundo, ya que no solo se han visto beneficios a
largo plazo en la produccioén, si no que se ha visto que es capaz de satisfacer la demanda humana
y mejorar la calidad y la estructura de los suelos (1). En este aspecto, los microorganismos del
suelo juegan un papel fundamental, ya que se sabe que son capaces de descomponer materia
organica, contribuyen a la estructura del suelo, favorecen a la degradaciéon de contaminantes,
ayudan a suprimir enfermedades transmitidas a través del suelo (2) y, ademas, contribuyen a
incrementar la disponibilidad de nutrientes (3,4). Por lo tanto, el estudio de estos
microorganismos se ha convertido en una parte fundamental a la hora de evaluar los suelos. Sin
embargo, debido a las redes tan complejas que forman (5), asi como a las funciones que realizan
(6) no es tarea facil hacerlo. Para ello existen algoritmos como PICRUSt (7) que permiten la
prediccidn de la expresion génica a partir de la region variable del gen 16S y analizar y estudiar
distintas rutas metabolicas (por ejemplo el ciclo del nitrégeno) o algoritmos que permiten la
elaboracidn de redes de coocurrencia, que permiten estudiar las estructuras bacterianas. En este
trabajo se han estudiado las comunidades bacterianas de tres tipos distintos de manejo agricola:
i) convencional, ii) ecolégica con compost y té de compost y iii) ecoldgica con estiércol fresco, con
el objetivo de conocer como afecta el diferente manejo agricola a la estructura bacteriana, su
funcién y como esta influye en las propiedades del suelo.

2. MATERIALES Y METODOS

La zona de estudio estad ubicada en el Campo de Cartagena, Murcia, Espafia. Desde principio
de los afios 90 se ha cultivado la zona bajo tres tipos de tratamientos distintos i) convencional
(Conv), ii) ecoldgica con estiércol de oveja (Ecol_M) y iii) ecolégica con compost de oveja y té de
compost (Ecol_C). Los detalles del experimento pueden ser encontrados en (1). Cada parcela
experimental conté con 2000 m2 y el muestreo se realizé en el afo 2018, durante el cultivo de
veza rizada (Brassia olearacea var. sabellica) y a una profundidad de 10 cm. Se utilizaron 5 réplicas
por tratamiento (15 muestras en total).

2.1 Secuenciacién y procesamiento de los datos y prediccién génica.

El ADN se obtuvo a partir de 1 g de suelo utilizando el kit DNeasy Power Kit (Qiagen) y se
secuencid a través la plataforma lon Torrent, utilizando para ello iniciadores que amplificaron las
regiones V2-4-8. Los datos fueron procesados a través de QIIME (9) como viene detallado en (1)
con la diferencia de que la asignacion taxondémica se realizé utilizando la base de datos
greengenes, que es compatible con el algoritmo PICRUSt (7), algoritmo que utiliza el base de datos
KEGG para realizar la asignacién de los genes (10).

2.2 Andlisis estadistico v red de coocurrencia

Para evaluar las diferencias entre los tratamientos, se utilizaron ANOVA o test de Kruskal-
Wallis dependiendo de si los datos cumplian o no, los supuestos de normalidad y homogeneidad
de la varianza. Seguidamente se realiz6 un test comparativo para comprobar si existian
diferencias entre los tratamientos. En el caso del ANOVA se realiz6 el test de Tukey mientras que
cuando se empleaba el test de Kruskal-Wallis se realiz6 la comparacion de Dunnet con la
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correccion “Benjamini-Hochberg”. Para estudiar la interaccién de los microorganismos se utilizé
una matriz de coocurrencia utilizando una matriz aleatoria, para ello, los datos se transformaron
y trabajaron siguiendo las indicaciones de (5).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados preliminares de esta investigacién muestran cambios en la funcionalidad de
la comunidad bacteriana del suelo (Tabla 1), mostrando una mayor actividad en algunas
funciones, como la degradacién de benzoatos, la fijacién de carbono o las proteinas de replicacion
del ADN cuando se aplicé compost al suelo. Mohale et al. (11) encontré que la proporcién de
compost aplicada al suelo influia en la cantidad de biomasa, por lo que nuestros resultados
podrian sustentar esa afirmacién con un incremento en la sintesis de proteinas de replicaciéon del
ADN. Por otro lado, el compost también ha sido estudiado como medida para la biorremediacion
de los suelos (12), biorremediacién que es llevada a cabo por microorganismos principalmente
incorporados al suelo a través del compost (13). En nuestros resultados se observa un incremento
de la abundancia relativa de los genes relacionados con la degradaciéon de benzoato, por lo que
podria ser un indicio de que el compost también podria favorecer la degradaciéon de estos
compuestos. Ademas, estudios previos han demostrado la relacién entre la actividad bacteriana y
la fijacién de carbono atmosférico a través de algunos microorganismos, como las cianobacterias.
Nuestros resultados mostraron un incremento en los genes relacionados con la fijacién del
carbono cuando se aplicaba el compost, sin embargo, no se observé el mismo crecimiento en los
genes relacionados con la fijacién de carbono en organismos fotosintéticos, de modo que este
incremento podria deberse, en parte, al ciclo inverso de Krebs llevado a cabo por algunas bacterias
presentes en el suelo (14).

Por otro lado, nuestros resultados también mostraron un cambio en la estructura de la red
bacteriana y sus moédulos (Fig. 1), mostrando una mayor modulacién cuando el compost fue
incorporado al suelo. Este incremento de los médulos podria ser beneficioso para la comunidad
bacteriana, ya que se ha visto que puede hacerla mas resistente a los cambios ambientales (15)
otorgando una mayor calidad en la respuesta bacteriana a las condiciones adversas que puedan
ocurrir. De hecho, se ha demostrado que el tipo de fertilizacién aplicada es capaz de alterar
totalmente la funcién de un microorganismo dentro de la red (4), lo que deja en evidencia el
delicado equilibrio que existe entre las comunidades bacterianas del suelo y el tipo de material
que se aplica en ellos.

4. CONCLUSIONES

Los resultados preliminares de este estudio muestran lo sensibles que son las comunidades
bacterianas a los cambios externos, potencidndose su actividad o disminuyéndose, dependiendo
del tipo de enmienda que se aplique. Estas variaciones mostraron que el compost daba lugar a una
comunidad bacteriana mas modular y, con ello, con una posible mayor facilidad de respuesta a las
condiciones externas. Ademas, se vio un notable incremento en algunas rutas metabdlicas, que
podrian favorecer a la biorremediacion de los suelos y a la nutricién de las plantas cultivadas.
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Tabla 1. Abundancia relativa de la expresion de genes de los distintos tratamientos.

Ruta Metabdlica Conv Org C Org M

Anova Kruskal-Wallis
Fijacién de carbono 0.98+0.03 b 1.18+0.03 a*** 0.62+0.01 c*** ek -
Fijacién de carbono en 0.41+0.02 ab 0.44+0.01 a 0.34+0.03 b - ok
organismos fotosintéticos
Replicacion de proteinas de  0.76+0.01 b 0.80+£0.01 a*** 0.48+0.01 c*** ok -
DNA
Degradacién de benzoato 0.55+0.03 b 0.70£0.02 a*** 0.59£0.03 b otk -

Las letras de la tabla representan los resultados del Test de Tukey (cuando se aplicé el Anova) o de Dunn (cuando se aplicé el Kruskal-
Wallis). Los asteriscos representan los resultados del test de Dunnet utilizando como control el tratamiento convencional.

Figura 1. Uno de los médulos obtenidos de las redes de coocurrencia: (A) Conv, (B) Org_Cy (C)
Org_M.
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