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RESUMEN

La degradacion de los suelos afecta su productividad, debido a perdidas en su estructura, su
capacidad de ciclaje de nutrientes y conduccién del agua. Las causas de este fendmeno
pueden ser naturales como precipitaciones altas y fuertes corrientes de viento causando
erosion, o antrépicas, como el exceso de laboreo y abuso en el uso de fertilizantes quimicos.
Como alternativa para hacerle frente a la situacion critica de los suelos, se encuentra la
aplicacion de abonos orgéanicos como fuentes a largo plazo de nutrientes. Estos abonos se
derivan de la revalorizacion de residuos de origen animal y vegetal, como las aguas verdes y
la produccion de vermicompost en fincas lecheras, donde se emplean como complemento en
los programas de nutricion del pasto forrajero. Sin embargo, existen pocos reportes sobre el
impacto especifico de estos abonos en el crecimiento de pastos y en la microbiota del suelo.
Por lo tanto, en este estudio se evalué el efecto de dos abonos organicos, las aguas verdes y
el vermicompost, en la estructura de las comunidades bacterianas del suelo, asi como en el
rendimiento de la biomasa y N foliar del pasto Brachiaria brizantha en comparacion con un

suelo sin fertilizacion.

Para esto, se establecieron en invernadero 6 mesocosmos con suelo de bosque que fue
sembrado con semillas de B. brizantha, y se dividieron en tres tratamientos (suelo control,
suelo con fertilizado con aguas verdes y suelo con vermicompost). Se realiz6 un programa
de fertilizacién con ambos abonos siguiendo el utilizado en la Finca los Lirales (Coronado),
durante los 8 meses del periodo experimental. A los 0, 4 y 8 meses los suelos de los
tratamientos fueron muestreados para su caracterizacion quimica, y para el analisis de las
comunidades bacterianas mediante secuenciacién masiva. Este proceso se realiz6 también a
los abonos organicos provenientes de la misma finca. Ademas, se cuantifico el rendimiento

de masa seca producida y el N foliar del forraje.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en los parametros
quimicos evaluados, pero si en el tiempo de experimentacion, que mostro diferencias en el
pH, CICE, Mg, Ca, Zn y Mn. La aplicaciéon de abonos organicos tendié a aumentar la
disponibilidad de C, N y MO. Al cuarto mes evaluado se obtuvo el mayor rendimiento de

materia seca, la mayor cantidad observada (0,128 kg/m?) en el suelo con vermicompost,



seguido del suelo con aguas verdes (0.107 kg/m?), y por ultimo el suelo control con 0,098
kg/m?. En este mismo muestreo se obtuvo el mayor porcentaje de N foliar con 2,15 % en el
suelo con aguas verdes, seguido del suelo control con 1,83 % y el suelo con vermicompost
con 1,72 %. Las comunidades bacterianas en los suelos fueron dominadas por los filos
Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes variando su proporcion en los tratamientos,
siendo las Proteobacterias mas abundantes en los suelos con aguas verdes, las Actinobacterias
en los suelos con vermicompost, y los Bacteroidetes en los suelos no aplicados. En el cuarto
mes, los suelos tratados con abonos organicos exhibieron una mayor diversidad de generos
de bacterias relacionadas con el ciclo del nitrégeno, lo que podria relacionarse con un
rendimiento superior en el forraje evaluado. Sin embargo, en las condiciones experimentales
de este estudio, se observd que, a pesar de la influencia de los abonos organicos evaluados
en las comunidades bacterianas del suelo, no se lograron diferencias significativas ni en los
parametros quimicos del suelo ni en el rendimiento de los pastos con respecto a la
fertilizacion, pero si en el tiempo de muestreo, ya que al cuarto mes afectd significativamente

algunos valores con comparacion al final del periodo experimental.
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1. INTRODUCCION
1.1 Area de estudio y justificacion

Actualmente la agricultura se ha intensificado con el objetivo de aumentar la productividad
de los suelos. Sin embargo, esta intensificacion conlleva en ocasiones el uso descontrolado
de sustancias quimicas, entre ellas fertilizantes. Ademas, varias practicas agricolas propician
efectos negativos a la estructura de la superficie edafica, lo que genera situaciones de erosion,

pérdida de fertilidad y sobrecarga de contaminantes en el suelo (Herndndez et al., 2010).

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO
por sus siglas en inglés, 2016), entre el periodo de 1961 al 2000 la produccion alimentaria
aumenté un 146 %. Ademas de esto, con el crecimiento poblacional el &rea de cultivo
disponible per cépita disminuy6 de 0,45 a 0,25 ha. Sin embargo, los rendimientos de los
cultivos aumentaron hasta el doble siendo el incremento de insumos agricolas como

fertilizantes minerales la clave de este acrecimiento.

Para el afio 2015 se estimo6 que, a consecuencia del mal manejo del recurso edafico en las
practicas agricolas, un 33 % de los suelos presentaban niveles moderados o altos de
degradacion (FAO, 2015%). Un suelo degradado afecta la productividad directamente debido
a que pierde su estructura y su capacidad de ciclaje de nutrientes y conduccion del agua
(Espinosa et al., 2011; Torres et al., 2003). Las causas de este fendmeno pueden ser naturales
como las altas precipitaciones y fuertes corrientes de viento que causan erosion, o antropicas
como el exceso de laboreo y abuso de la aplicacion de fertilizantes quimicos (FAO, 2015%;
Cartes, 2013).

Dentro de las alternativas que se ha implementado para hacerle frente a la situacion critica
de los suelos y el uso excesivo de agentes quimicos es el uso de abonos organicos. Estos
funcionan como fuente a largo plazo de materia organica (MO), nitrogeno (N) y otros
nutrientes esenciales para los cultivos (Garro, 2016). Con esta estrategia, se pretende
recuperar area cultivable debido a que este tipo de abonos actlan ademas como agentes de
biorremediacion en la recuperacion de la productividad y nutrientes de los suelos agricolas
(Nieto et al., 2002).
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Los abonos organicos surgen de la valorizacion de residuos de origen animal y vegetal como
medio para la reincorporacion de los nutrientes ya aprovechados durante el periodo
productivo al suelo (Garro, 2016). Estos macro y micronutrientes son el N mineral, el carbono
(C), el fosforo (P), el potasio (K) y el calcio (Ca); y en menor nivel el hierro (Fe), el magnesio
(Mg), el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el zinc (Zn) y el boro (B). Este tipo de abonos
contribuyen ademas en el mejoramiento de ciertas propiedades fisicas y quimicas del suelo,
tales como los niveles de MO, retencién de humedad y de pH, y mejoran el transporte de

agua, entre otros (Ramos y Terry, 2014).

Por otra parte, el metabolismo y la dindamica de las comunidades microbianas en el suelo son
los principales reguladores del ciclo de nutrientes e infieren en la descomposicion de la
materia que consecuentemente lleva a la liberacion, disponibilidad y retencion de estos. La
incorporacion de nutrientes especificos mediante el metabolismo y transformacién de estos
es gracias a las comunidades de bacterias y hongos presentes en el suelo (Pacasa et al., 2017;
Beare et al., 1997).

Por ello, muchas fincas ganaderas y avicolas emplean diversos procesos aerobicos para tratar
los residuos generados, como los estiércoles. Estos residuos son sometidos a un proceso de
descomposicion de la materia, en el cual los microorganismos desempefian un papel
fundamental. Este proceso metabolico de los microorganismos resulta en la produccion de
enmiendas organicas. En el caso de la produccidn pecuaria y lechera, los abonos obtenidos
son reciclados en los campos forrajeros para la alimentacion del ganado (Labrador, 2001,
como se cita en Hernandez et al., 2010). Sin embargo, se conoce poco sobre el rendimiento
de los forrajes y el impacto de la capa microbiana existente en los suelos agricolas (Francioli
etal., 2016; Elizondo, 2007).

En Costa Rica, el pasto representa en gran parte el aporte nutricional mas significativo para
los bovinos en fincas de ganado (Rodriguez et al., 2011, como se cita en Laiton, 2019). En la
productividad de pastos el N es el macronutriente que determina la capacidad propia de
desarrollo. Segun WingChing, Rojas y Quan (2005), en Costa Rica la proteina cruda (PC), la
eficiencia del uso de N y la produccién de materia seca (MS) son las variables que se asocian

al efecto de los distintos tipos de fertilizacion nitrogenada aplicadas en los cultivos forrajeros.
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Pastos del genero Brachiaria, en los Gltimos afios se han utilizado como una de las fuentes
principales de alimento para ganado en los sistemas de produccion bovina en América
Central y Suramérica, ya que dentro de sus caracteristicas posee su gran adaptabilidad en

diferentes regiones (Cuadrado, Torregrosa y Garcés, 2005).

Por lo tanto, surge como necesidad evaluar la relacion que existe entre el efecto de los
microorganismos aportados por abonos organicos al suelo y el desarrollo de pastos forrajeros.
Y para esto, una herramienta en la ecologia que ha tomado popularidad es el uso de
mesocosmos; ya que permiten llevar a cabo experimentos a baja escala y en escenarios con
condiciones controlados permitiendo dilucidar la correlacion de variables con una alta
complejidad biol6gica donde a nivel de campo es dificil identificar relaciones entre ellas. Sin
embargo, puede presentar algunas limitaciones ya que puede carecer de realismo cuando se
vaya a replicar a niveles mas altos principalmente por aislamiento de otras relaciones o

condiciones que existan y que no sean controlados en el mesocosmos (Stewart et al., 2013).

Basandose en lo anterior, al describir la existencia de practicas agricolas y pecuarias poco
eficientes segln los estdndares modernos y el uso de abonos organicos como una estrategia
para paliar lo que se ha hecho; surge la interrogativa en este proyecto de que a pesar de que
estos funcionan, cuales son sus efectos sobre el crecimiento de un pasto y qué sucede con las
comunidades bacterianas de la microbiota del suelo. Por lo tanto, el enfoque de esta
investigacion en el género Brachiaria, aportaria informacion de importancia para el sector
ganadero y forrajero, debido a que se evalla el efecto de los abonos organicos tanto en la
estructura de las comunidades bacterianas en el suelo como el rendimiento de la biomasa
producida del material vegetativo centrandose en la identificacion de la diversidad e
identificacion de los perfiles composicionales de las comunidades bacterianas, la disposicion
de N en el suelo, asi como el N foliar y biomasa producida del forraje. Los resultados de este
estudio tienen el potencial de proporcionar informacion para mejorar las practicas agricolas

y pecuarias, al tiempo que promueven un manejo sostenible de los recursos naturales.
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1.2 Delimitacion del problema

Cerrato, Leblanc y Kameko (2007), indican que uno de los principales retos en usar los
abonos organicos es la determinacion de la dosis que se aplica, ya que no se controla la
concentracion de N y la disponibilidad de este mineral en el suelo. También, estos mismos
autores recalcan la importancia de la relacion C:N ya que esta determina la capacidad de la
mineralizacion de N y reproduccién de las comunidades microbianas. Lo anterior debido a
que el C es usado como energia por los microorganismos, y para sintetizar proteinas y

componentes de la estructura celular junto al N.

De acuerdo con Trejo et al. (2013), los abonos organicos como purines y aguas verdes
obtenidos a partir de estiércol bovino pueden ser una de las principales fuentes de N y MO
al suelo destacando que la aplicacion de estos debe tener un monitoreo durante sus
aplicaciones. Sin embargo, en etapas tempranas de la aplicacion de los abonos provenientes
de estiércoles, estos poseen una relacion de C:N entre el rango de 30 a 40 lo que complica
asi la mineralizacion de este elemento ya que las condiciones adecuadas son dentro del rango
de 20 a 30.

Por otra parte, Francioli et al. (2016) indican que el uso de abonos de origen organico como
los purines tiene influencia en los suelos tanto a corto como a largo plazo. Ademas, la
variacion de la estructura de las comunidades microbianas y la abundancia de varios
microorganismos del suelo tanto perjudiciales como beneficiosos para las plantas, influyen
en gran parte en la productividad y la estabilidad de los recursos que componen el

agroecosistema.

Parte de la fraccion de sélidos de los estiércoles que no se utilizan ni en purines ni aguas
verdes, es sometida al proceso de compostaje en el cual mediante el metabolismo de algunas
especies de lombrices se obtiene otros abonos organicos comunes como el vermicompost o
lombricompost, que se caracterizan por sus aportes significativos de nutrientes y MO al suelo

(Duran y Henriquez, 2007).

El proceso de vermicompostaje se caracteriza por una fase activa donde las lombrices en
conjunto a microorganismos presentes procesan los sustratos. Primeramente, las lombrices

trituraran los residuos organicos al pasarlos por su molleja aumentando la superficie de
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contacto de la materia organica impulsando el crecimiento de microorganismos que incluye
bacterias, hongos y otros que interactian con la materia orgénica descomponiéndola a
compuestos mas simples. A medida que las lombrices consumen estos microorganismos,
liberan nutrientes esenciales como nitrégeno, fosforo y potasio; ademas de, mejorar la
disposicion de la materia organica (Gomez-Brandon et al., 2012; Ibrahim et al., 2016). Sin
embargo, la utilizacion de vermicompost tiene como limitante su lenta capacidad para suplir

los nutrientes que contengan al suelo (Chaoui y Zibilske, 2003).

El N se considera uno de los nutrientes con mas impacto sobre la productividad de cultivos.
Por lo tanto, la actividad fijadora del N en el suelo es un indicador de la sustentabilidad y
desarrollo de cultivos como lo son los pastos forrajeros. Las plantas absorben el N
proveniente del suelo en sus formas quimicas como nitrato (NO3") y amonio (NH4*) (Celaya
y Castellano, 2011; Boschini y Elizondo, 2005). Sin embargo, como mencionan Cérdova et
al. (2013), los cultivos con un alto potencial de produccién forrajera, que se espera que tengan
buenos rendimientos para su uso en el sector ganadero, a menudo requieren mas N del que
estd naturalmente disponible en la capa superficial del suelo. Por lo tanto, es necesario

recurrir a fuentes externas de N para satisfacer las necesidades nutricionales de estos cultivos.

Dentro de las primeras etapas de la incorporacién de N mediante abonos organicos a partir
del estiércol bovino las plantas no pueden aprovechar este nitrogeno y aumenta la
probabilidad de que este elemento se escape del sistema agricola por lixiviacion o
volatilizacién. La bofiiga es rica en N mineral y debe pasar el proceso de mineralizacion para
disponer de este nutriente en las formas absorbibles por el cultivo (Hernandez et al., 2007).
Por lo tanto, la conservacion y el acondicionamiento del ambiente edafoldgico para las
bacterias nitrificantes y heterotréficas encargadas de la mineralizacion del N podrian acelerar
el proceso y aprovechar la incorporacién del nutriente a una escala mayor (Verhagen, Duyts
y Laanbroek, 1992).

Ademas, es fundamental destacar que la utilizacion de abonos organicos como fuentes de
nutrientes en sistemas agricolas conlleva numerosos beneficios. Estos abonos organicos
contribuyen a un mejor manejo de los recursos del suelo, mejorando sus condiciones fisicas,
quimicas y bioldgicas. Esto, a su vez, ayuda a estabilizar la salud del suelo, lo que tiene un

efecto positivo en la reduccion de la necesidad de insumos minerales y, de manera
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importante, en la disminucion de las emisiones de gases de efecto invernadero, como el

metano y el didxido de carbono (Tulio et al., 2023).

En este proyecto, se llevara a cabo la evaluacion de la variacion en la estructura de las
comunidades bacterianas presentes en el suelo en respuesta a la aplicacion de dos abonos
orgénicos como fuentes de nutrientes en el forraje Brachiaria brizantha. Este enfoque no
solo busca evidenciar la eficiencia de los abonos organicos en la mejora de la produccién
agricola forrajera, sino también promover informacion de estas practicas agricolas

sostenibles y su repercusion en los suelos.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Marco conceptual

2.1.1 Elsueloyelciclaje Ny P

El suelo, desde un punto de vista agroecoldgico, se considera como un sistema vivo que
alberga gran diversidad de microorganismos y mesofauna. Ademas, cumple el rol como
intermediario en el ciclaje de nutrientes con los sistemas vegetativos y la atmosfera siendo
asi un sistema de gran importancia (Garro, 2016). El nitrégeno es uno de los nutrientes mas
importante que aporta el suelo a los ecosistemas dependientes como son los campos de
cultivos y bosques (Liu et al., 2018).

En la Figura 1, se muestra el ciclo del nitrégeno y sus transformaciones resultantes de los
procesos que se llevan a cabo. EI primer proceso corresponde a la fijacion, la cual se puede
dar mediante dos vias, ya sea quimica o bioldgica. En cuanto a la Gltima via, distintos
organismos y microorganismos fijan el N2 atmosférico y lo incorporan en su metabolismo
para ser depositado posteriormente en el suelo como amoniaco (NHs). Dentro de las
principales bacterias que estan involucradas en este proceso estan los géneros de Anabaena,
Clostridium, Azotobacter, Rhizobium y Azospirillum (Bernhard, 2010).

Simultaneamente, la mineralizacién quimica ocurre a nivel de suelo siendo determinante para
la disposicion de este nutriente para los seres vivos que lo requieren. En esta etapa el N
presente en la materia orgdnica de las distintas fuentes es movilizado mediante la
descomposicion de esta. Este proceso es llevado a cabo exclusivamente por organismos
procariotas en condiciones aerobicas, y el principal producto que se obtiene es el amoniaco
(NHz3), por esto también se conoce como amonificacion. El amoniaco, cuando reacciona con
el agua, pasa a su forma ionizada de NH4* (Aczel, 2019; Bernhard, 2010; Huang y Cheng,
2010).

Seguido, ocurre la nitrificacion donde el NH4™ que es transformado en nitritos (NO2) o
nitratos (NO3z"). Este proceso se da en dos vias segun sea el producto final, pero ambas se dan
en presencia de O por distintas especies microbianas. El nitrito es producido por grupos de

bacterias nitrificantes u oxidante de amonio (BOA), luego este se oxida y se forma nitrato
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mediante la actividad enzimatica de bacterias oxidantes de nitrito (BON). Dentro de estos
ultimos grupos se encuentra dominante los géneros de Nitrosomonas, Nitrospira,
Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospina (Benimeli, et al. 2019, Bernhard, 2010) y bacterias de
la familia Nitrobacteraceae (Yu et al.2022). En este proceso se producen las formas en las
que las plantas pueden asimilar el N del suelo (Benimeli, et al., 2019; Celaya y Castellano,
2011).

A nivel de suelo se da la inmovilizacion del N, en la que los microorganismos transforman
el NHs* y nuevamente a nitrégeno organico. Especies de bacterias como
Bacillus, Paracoccus, y Pseudomonas convierten el NOs a N2 mediante la desnitrificacion, y
este es devuelto a la atmosfera. El suelo puede perder N mediante la lixiviacion del nitrato y
la facil capacidad del amonio de volatilizarse. Ambos procesos pueden ser perjudiciales para
los ecosistemas ya que en el primero, el elemento se filtra a cuerpos de aguas provocando
eutrofizacion, y con la volatilizacion el amonio se acumula en la capa de ozono con su alto
potencial de gas de efecto invernadero (Aczel, 2019; Benimeli, et al. 2019; Bernhard, 2010).

Los procariontes en el
ciclo del nitrégeno

Nitrégeno atmosférico (N,)

P ij del nitr6
convierten N, en amoniaco (NH,)

Procariontes nitrificantes:
conviertenNH, en nitritos (NO,)
y nitratos (NO,) 9

Procariontes desnitrificantes:
convierten nitratos enN,

Figura 1. Resumen del ciclo del nitrogeno (Modificado de Bear et al., 2022)

Otro de los elementos importantes en los sistemas productivos a nivel de suelo es el P, el cual
se encuentra en depositos y rocas minerales y es liberado por procesos de mineralizacion,
meteorizacion, erosion y lixiviacion. Ademas, en procesos industriales se extrae y es
incorporado a los sistemas mediante fertilizacién inorganica. Otra de las principales fuentes

de P corresponde a los residuos de plantas, animales y microorganismos liberando al suelo
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compuestos organicos como los acidos nucleicos, fosfolipidos y ésteres que constituyen entre
un 30 a 60 % del P total (Ceron y Aristizabal, 2012; Prasad y Chakraborty, 2019).

La dindmica del ciclo de P esté influenciada por diversas propiedades como lo es la humedad
y el tipo de suelo, la temperatura y el pH, ademéas de la actividad de las comunidades
microbianas presentes. Los procesos de mineralizacion e inmovilizacion del P en el suelo son
los determinantes para que este macronutriente tenga disponibilidad de ser absorbido por las
plantas, llevandose a cabo mediante el metabolismo de diferentes grupos de las comunidades
de microorganismos en el suelo y el intercambio ionico relacionado al Fe, Cu y Al (Prasady
Chakraborty, 2019; Penn y Camberato, 2019).

En la Figura 2, se observa como se encuentra el P en el suelo en sus diferentes formas de
absorcion y disponibilidad. EI primer grupo se conoce como grupo fijo o no labil que se
caracteriza por ser la mayor fraccion de P presente en el suelo, y que se encuentra de manera
inorganica insoluble. En el centro se encuentra la reserva de P activa o labil, que posee el P
con mayor facilidad de mineralizacion y por ultimo la reserva de solucion de suelo,
compuesta por fracciones de P inorgénico y pequefias cantidades de P organico, y es la forma
en que puede ser absorbido por la planta. Estos procesos son regulados principalmente por la
mineralizacion e inmovilizacién mediante la actividad ionica influenciada por el pH vy la
actividad de los microorganismos presentes (Prasad Y Chakraborty, 2019; Penn y
Camberato, 2019).

. Lento Reservade P
Grupo F{JD 0 P activo o en solucion de
no labil 1abil suelo

Figura 2. Reserva del P en el suelo
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2.1.2 Forraje Brachiaria sp.

Brachiaria es un género de pastos proveniente de Africa tropical, clasificado como gramineas
anuales o perennes dependiendo la especie. Este forraje pertenece a la familia de las Poaceae
y puede alcanzar una altura entre los 0,5 a 1,5 metros (Olivera, Manchado y Pozo, 2006). En
Centro y Suramérica distintas especies de este género se han adoptado como forraje para
alimentacion de ganado en gran parte de las fincas ganaderas. Dentro de las especies mas
utilizadas se encuentran B. decumbes, B. brizantha, B. humidicola y B. ruziziensis (Olivera,

Manchado y Pozo, 2006; Cuadrado, Torregrosa y Garces, 2005).

Algunas caracteristicas adaptativas del pasto Brachiaria sp., son su capacidad de
desarrollarse en diversas condiciones edafo-climaticas y su habilidad de crecer en suelos de
baja acidez y de poca fertilidad. Estos pastos acumulan alta cantidad de biomasa y muestran
buena palatabilidad por parte de los animales, lo que permite que se consideren de alta calidad
(Olivera, Manchado y Pozo, 2006).

La edad fenoldgica se considera uno de los factores méas influyentes en la calidad de forrajes
debido a que los niveles de biomasa producida, materia seca (MS) y, contenido de proteina
cruda (PC), entre otros, dependen de dicha edad (Merlo et al., 2017). Segun Costa et al.
(2007), la edad de defoliacién o corte debe darse en un punto donde el contenido de MS y el
valor nutritivo esté en equilibrio. Si el corte se realiza en largos lapsos después de siembra
hay acumulacién de materia fibrosa en el forraje y se disminuye su valor nutritivo. Al
contrario, si se da a muy temprana edad el forraje no ha desarrollado todo su potencial

nutritivo.

Diversos estudios analizaron la edad de corte para ciertas especies de Brachiaria donde se
equilibran la MS y el valor nutricional del forraje y estimaron que el rango ideal es de 15 —
60 dias. Con respecto a la MS, pueden variar de 1.7 T MS hasta los 4.5 T MS por hectarea.
Ademas, se reportaron fluctuaciones en el porcentaje de proteina cruda de 7.2 % hasta los 14
%, destacando que ambos parametros evaluados tienen una alta dependencia de las
condiciones climaticas (Merlo, et al., 2017; Costa et al., 2007; Jakelaitis, Da Silvay Ferreira,
2005; Lascano et al., 2002).
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2.1.3 Abonos organicos

La fertilidad de los suelos se basa mayoritariamente por la presencia del humus proveniente
de las distintas fuentes de materia organica ya sea de origen animal y vegetal. Los
microorganismos presentes en el suelo integran en su metabolismo la materia organica y por
procesos complejos se mineralizan las sustancias nutritivas hasta estar disponibles y ser
asimiladas por las raices de las plantas. Mediante la manipulacién y acondicionamiento de
la materia organica en procesos bioldgicos se obtiene como resultado los abonos organicos,
que se caracterizan por su composicion mineral siendo un material relativamente estable

parecido al humus (Pizarro, 2015; Guaman, 2020).

Los abonos organicos son fertilizantes derivados de materia animal o vegetal, que
comUnmente son desechos revalorizados mediante distintos procesos que se caracterizan por
su composiciéon quimica que suministra nutrientes a los sistemas productivos. Entre la
materia prima utilizada para la formulacion de abonos organicos se destacan los rastrojos
vegetales, cascaras de frutas y excrementos animales (Assefa y Tadesse, 2019). De estos, los
mas utilizados son los purines y las aguas verdes, la gallinaza, el lombricompost y el

vermicompost.

Se considera que un abono organico debe contener una relacion carbono-nitrégeno (C:N)
entre 25 a 35 para que la fertilizacion sea de calidad (Garro, 2016). Ademas, la relacion C:N
de estos abonos esta correlacionada directamente con los procesos de mineralizacion o
inmovilizacion de N en el suelo. Esto porgue la capacidad suplidora como fuente de nitrégeno
de los abonos organicos y la actividad metabolica de las comunidades microbianas en el suelo
depende de la relacién entre C:N (Monsalve, Gutiérrez y Cardona, 2017; Espinoza et al.,
2012; Mubarak et al., 2010). Sin embargo, al utilizar los abonos organicos como enmiendas
de integracion de nutrientes al suelo, su dosificacion suele ser mas alta en comparacion a la
fertilizacion inorganica, ya que presentan una menor tasa de kilogramos de nutrientes por
cada tonelada de material aplicado, por lo que se consideran abonos de bajas concentraciones
(Duran y Henriquez, 2007).

Los purines y las aguas verdes son abonos organicos constituidos a partir de excretas de

origen animal, especificamente de las granjas de crianza de ganado lechero donde el estiércol
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y la orina del ganado, ademas de las aguas de lavados de los establos son mezclados y
recolectados para la obtencion de una materia prima para sistemas de compostaje y
fertirriego. La diferencia entre purines y aguas verdes radica en la cantidad de materia seca
que se encuentra en la fraccion de liquido, donde existe aproximadamente entre un 5 a 15 %
en purines, mientras que las aguas verdes son mas diluidas con menos de 5 %. Estos se
caracterizan por ser fuentes con alto nivel de N debido a que la alimentacién del ganado se
basa en forrajes ricos de este elemento. Este tipo de abono, ademas, posee una relacion de
C:N entre 10 a 25 y es eficiente para el suelo (Monsalve, Gutiérrez y Cardona, 2017; Garro,
2016). Sin embargo, dentro de los procesos que existen para la obtencion de las aguas verdes
y purines hay una separacion de fases entre los sélidos en suspension y la fraccion liquida,
siendo esta Ultima la cual se integra en los sistemas de aplicacion. Por otra parte, los solidos
separados se agregan a sistemas de compostaje donde la disponibilidad de nutrientes es
mayor pero su proceso de reintegracion a los sistemas productivos se ve influenciada por los

tiempos de mineralizacion prologando y la disponibilidad para los cultivos (Salas, 2017).

El vermicompost es un abono bioldgico que se da como el resultado de la actividad
metabolica de especies de lombrices en conjunto de otros microorganismos en el proceso de
descomposicion de la materia organica. El proceso de descomposicién se da mediante la bio-
oxidacion y estabilizacion de sustratos y nutrientes (Henriquez, 2009). Segun Duréan vy
Henriquez (2007), el resultado del proceso de vermicompostaje depende de la materia prima
con la que se vaya a alimentar el sistema. Ademas, en este caso hay un aporte significativo

en la degradacion de la MO y los minerales beneficiosos para la fertilidad de los suelos.

Existen grupos de bacterias que tienen un papel muy importante en el vermicompost debido
que aportan beneficios que se asocian al uso de estos abonos organicos, como la produccion
de metabolitos que disponen los nutrientes en la forma absorbible para las plantas, efecto
antagonico contra parasitos mediane sustancias antifungicas, antibiodticas o insecticidas. Por
lo tanto, la importancia del estudio de las comunidades microbianas presentes en este tipo
abonos organicos amplia su mejor control y uso. El estudio de estas comunidades se realiza
actualmente mediante la secuenciacion de su ADN mediante metagenomica y posteriormente

analisis con herramientas bioinformaticas (Moreno et al., 2018).
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2.1.4 Secuenciacion y analisis de microbiomas

Actualmente, el estudio de las comunidades microbianas se lleva cabo mediante el analisis
metagendmico a partir de informacion molecular sin requerir el cultivo individual de los
microorganismos que las componen (Hern&ndez et al, 2014). Los estudios metagendmicos
permiten reconstruir la composicion y filogenia de comunidades microbianas, asi como su
abundancia en distintos lugares de estudio, por lo que las herramientas bioinformaticas son

de suma importancia para entender estos complejos analisis (Nayfach, et al., 2020).

La metagendmica abarca el andlisis del ADN gendmico a nivel de comunidades. Ademas,
constituye una estrategia que interconecta tres grandes niveles para la obtencion de la
informacidn requerida. Estos son: a) el procesamiento de las muestras de la matriz a analizar,
b) la secuenciacién de su ADN vy, por ultimo, c¢) su analisis de diversidad taxonémica y
funcional. Uno de los objetivos finales de los anélisis metagendmicos se basa en obtener una
vision compleja que integra la composicion y funcionamiento de las comunidades
microbianas en diversos ecosistemas, comprendiendo de una mejor manera Su
comportamiento y evolucion ecoldgica en un nicho ambiental en especifico como los son el
suelo, las aguas profundas, los biodigestores, los ecosistemas intestinales y otros (Wilson y
Piel, 2013; Hernandez et al, 2014).

La metagendémica es una técnica que ofrece informacién con una mayor resolucion en el
estudio de perfiles de la microbiota y microbioma en lugares especificos. EI microbioma se
refiere Gnicamente a la identificacion del conjunto de microorganismos (arqueas, bacterias,
hongos, virus, protistas, entre otros) que se encuentra en la muestra analizada (Costas, 2022;
Lopez, 2018; Moreno, Valladares y Halabe, 2018). Para su estudio, se utilizan las librerias
de informacion molecular siendo las bases para la reconstruccion de un microbioma.
Ademas, son el punto de partida para los analisis que tienen como objetivo vincular la
diversidad microbiana, su relacién funcional y su influencia en el medio donde se encuentra.
Las librerias se construyen a partir del estudio de marcadores moleculares como el ARNr 16s
en el caso de metagenomas asociados al estudio de comunidades de bacterias y Archaea
(EZBioCloud, 2019; Hernandez et al., 2014).
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Las técnicas de biologia molecular como la metagendmica generan grandes volimenes de
datos, por lo que existe la necesidad de integrar la manipulacién y andlisis de estos datos. La
bioinformatica surge como una herramienta que integra la mineria de datos, la inteligencia
artificial y la estadistica para realizar estudios comprender que sugieran la interaccion entre
datos bioldgicos, analisis estadisticos en conjunto con las ciencias computacionales (Gomez,
Silva'y Pérez, 2010; Zhang et al., 2019).

155 iR gene
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Recoleccion de _-"JLDN ¥ AEN Amp].iﬁcacidn G‘ﬂlpﬂ de Analisis de
la muestra aislado ARNr 16 ¢ amplicones y datos

secuenciacion

Figura 3. Resumen de procedimiento basado en la secuenciacién y amplificacion del gen
16 s (modificado de Anahtar, Brouman y Kwon, 2016)

2.2 Antecedentes

2.2.1 Relacién de los nutrientes con las comunidades microbianas

Diferentes estudios han demostrado que el proceso de la mineralizacion de nutrientes en el
suelo no solo depende de la actividad de los grupos taxonémicos de las comunidades
microbianas presentes, sino que también depende de algunas de las propiedades
fisicoquimicas del suelo como la capacidad de retener humedad, el pH, la textura y su
estructura, el contenido de materia orgénica, la concentracion de nutrientes y la temperatura
(Liu et al., 2018; Monsalve, Gutiérrez y Cardona, 2017; Huang y Chen, 2010; Mubarak et
al., 2010).

Por otro lado, varios estudios han demostrado que las comunidades microbianas se pueden
ver afectadas por la dosis de N aplicada en el desarrollo de los cultivos. En un estudio
realizado por Becker et al. (2020) se evalud el impacto del N en las comunidades microbianas

en un campo de cultivo de canola, observandose que un aumento excesivo en la dosis de N
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mineral afecta sustancialmente la composicion de las comunidades bacterianas presentes en
el suelo. Los autores sefialaron que, al comparar dos dosis diferentes (una de 60 kg/ha y otra
de 150 kg/ha), la dosis mas baja favorecio a los microorganismos, aumentando su actividad
en la descomposicion de fuentes de C que contenian N; resaltando la importancia del manejo
adecuado de la fertilizacion con N para preservar y fomentar la salud del suelo y las
comunidades microbianas asociadas en los sistemas agricolas. Por otra parte, Francioli et al,
(2016) indica que, debido a la aplicacién de abonos orgéanicos, en un periodo de cuatro afios
se da una variacion de la estructura de las comunidades microbianas con respuesta a estas

aplicaciones.

Cheng et al. (2020), el P es una de las variables principales que regulan la composicion
microbiana ya que mediante una aplicaciébn moderada de este nutriente puede mejorar la
relacién de las comunidades bacterianas involucradas en el ciclo de C y P, promoviendo asi
su ciclo, asi como participar en la accion sinérgica del N-P. Wang et al. (2018) observaron
que la entrada de N y P como fertilizantes tienen un efecto en el comportamiento de las
comunidades microbianas, recalcando que el P por si solo no tiene un efecto significativo
mientras que el N disminuye la abundancia de diversos grupos de bacterias y favorece a otros

como las Proteobacterias y Actinobacterias presentes en el suelo.

Ramirez et al., (2010) indica que la biomasa de las comunidades microbianas en el suelo
decrece en ciertos taxones cuando se aplican fuentes de fertilizacién nitrogenadas. Esta
disminucion la asocian al cambio de pH en el suelo por el aumento de N inorganico y no
directamente a la disposicion de N. Asi mismo, Ochoa (2017) sefiala que altas aplicaciones
de N en el suelo afectan negativamente ciertos filos taxonémicos como Acidobacteria y
Euryarchaeota, y favorece a otros que generalmente constituyen grupos copiétrofos. Estos
ultimos, se caracterizan por su adaptabilidad de desarrollarse en ambientes con altos niveles
de nutrientes y alta tasa de crecimiento y produccion de biomasa de sus poblaciones (Sylvia
et al., 2005).

Zhang et al. (2020), evaluo el efecto del N de las distintas fuentes quimicas u organicas, en
las comunidades microbianas una vez fertilizado el suelo. Los autores identificaron que las
enmiendas organicas favorecieron el crecimiento y mantenimiento de las comunidades

microbianas, regulando su estructura. Sin embargo, aclaran que un excedente de N en el suelo
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puede someter a estrés ciertos grupos de bacterias como los Firmicutes, disminuyendo su
abundancia. Por otra parte, los cambios de los grupos taxonémicos de las comunidades
microbianas se ven influenciados por la relacion de los nutrientes que contienen las fuentes

de mineralizacion, destacando el impacto del C, Ny P (Wei et al., 2020).

2.2.2 Abonos organicos en forrajes

El N se considera como el macronutriente mas importante para la produccion forrajera.
Espinoza et al. (2012) sefiala que la capacidad de un fertilizante de suplir N al suelo y que
este sea aprovechable para los cultivos esta directamente relacionado con la cantidad de N
organico mineralizado. Ademas, mediante el analisis de la materia seca y de biomasa
producida en un lapso de un afio en Urochloa humidicola, se ha visto que el mayor
rendimiento esta asociado con fertilizantes que aportan mayor cantidad de N organico y una
alta capacidad de mineralizacion.

Guzman et al., (2020) indican que la mayoria de fertilizantes organicos poseen altas
concentraciones de C, Ny P debido a la materia prima utilizada para su produccion, y destaca

que en pastos forrajeros la deficiencia de N repercute negativamente en el desarrollo.

2.2.3 Anélisis del ARNr 16s para microbiomas asociados a la respuesta de las comunidades
microbianas por fertilizacion organica

Gulzar, et al. (2021), mediante la secuenciacion del marcador ARNr 16s comparo el efecto
que tiene diferentes tratamientos de fertilizacion tanto organica como inorganica en suelos
de arroz inundado en la diversidad bacteriana, obteniendo que el pH, la conductividad
eléctrica y la cantidad de materia organica son responsables de variabilidad de las
comunidades bacterianas en los diferentes tratamientos. Ademas, al agregar formulas altas
en Ky P al suelo, refleja una relacion limitante en la diversidad ya que los suelos fertilizados

con sistemas NPK presentaron la menor diversidad a nivel de filo del estudio.

Wei et al. (2020), observaron que las comunidades microbianas varian significativamente
con relacion a los sistemas de fertilizacion aplicadas, especificamente con relacion a la forma
de que se dispone los nutrientes diferenciando asi entre la fertilizacion orgéanica y la

inorganica. Estos resultados se obtuvieron a partir de la secuenciacion las regiones
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hipervariables bacterianas V3-V4 del gen ARNr 16s. Otros estudios han demostrado que, al
evaluar las comunidades microbianas del suelo con respuesta al tipo de fertilizacion aplicada,
los sistemas donde existe el adicionamiento de enmiendas orgénicas favorecen
mayoritariamente el incremento de la diversidad microbiana, mientras que, en sistemas de
fertilizacion inorganicos favorece a grupos especificos funcionales (Yan et al., 2023; Tao et
al., 2020; Wang et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar la variabilidad de la composicion estructural de las comunidades microbianas y la
relacion con la absorcion de nitrogeno en el forraje de Brachiaria brizantha, con base a la

aplicacion de vermicompost y aguas verdes como fertilizantes.
Objetivos especificos:

e Caracterizar quimicamente el suelo utilizado en los mesocosmos antes y después de

la aplicacién de los abonos organicos.

e Determinar el perfil de las comunidades microbianas en respuesta a la aplicacion de

los abonos organicos mediante un andlisis bioinformatico.

e Cuantificar la eficiencia del Brachiaria brizantha mediante la concentracion de N

foliar y la biomasa producida en respuesta de la aplicacién de los abonos organicos.
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4. METODOLOGIA

El proyecto se dividio en dos partes, una fase preliminar donde se realizé la recoleccién de
suelo inicial, el establecimiento de los mesocosmos y la siembra del pasto seleccionado. Una
vez cumplido un mes de haber sembrado el pasto se inicio6 la segunda fase que correspondio
al periodo de experimentacion segmentado en tres puntos en el tiempo. Estos fueron el mes
0 indicando el inicio, un punto medio a los cuatro meses y en el octavo mes donde se finaliz6
el experimento. El lapso entre la siembra del pasto y el inicio del periodo experimental se dio
siguiendo la recomendacion de Moreno y Molina (2007), que indican que para el correcto
establecimiento y germinado en campos forrajeros debe haber transcurrido minimo un mes

después de la siembra de la semilla.

4.1 Material experimental

Suelos. El suelo utilizado para el experimento se tomo de un bosque primario aledafio a finca
ganadera El Liral, ubicada en Cascajal de Coronado, San José. Primeramente, se limpid el
area de muestreo de residuos vegetales, para luego cavar un hueco de 1 metro de largo x 1
metro de ancho. El suelo fue tomado de los 10 a 30 cm de profundidad del punto Illenando
tres sacos. Se tomd suelo de bosque debido a que el objetivo de este proyecto fue aislar el
efecto de la aplicacion de los abonos organicos; por lo tanto, un suelo con alguna

transformacion agricola podria tener un impacto en este efecto.

Con el suelo recolectado, se establecieron en el invernadero del Centro de Investigacion en
Biologia Celular y Molecular (CIBCM), seis mesocosmos en cajas de plastico de 0,25 m de
ancho, 0,38 m de largo y 0,15 m de alto, a los que se le hicieron 6 agujeros en el fondo para
permitir el drenaje del agua de riego. Se uniformizd previamente todo el suelo colectado
extendiéndolo en un plastico sobre el suelo y homogenizandolo con ayuda de una pala. En
cada mesocosmo se coloco aproximadamente 1.425 x10° m® de suelo. Los mesocosmos se
dividieron en tres tratamientos con dos réplicas cada uno que se mantuvieron en el mismo
invernadero donde se establecieron. Ademas, en este espacio, se instalé un equipo para el
registro de los valores de temperatura y humedad relativa (ver Anexo 4); sin embargo, este
equipo fallo, por lo tanto, no se obtuvieron estos. Los tratamientos correspondieron a suelo

control (SC), en donde no hubo ningln tipo de aplicacion de abonos orgéanicos, suelo
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fertilizado con aguas verdes (SAV) y suelo fertilizado con vermicompost (SVC), tal como se

muestra en la Tabla 1.

Forraje. El pasto utilizado para el experimento fue de la especie Brachiaria brizantha, cv.
Pasto Toledo, ya que es el pasto que se utiliza como alimento para las vacas en la finca el
Liral. En la Figura 4, se muestra como se realizé la siembra del forraje, en una distribucion
de seis agujeros a lo largo de los mesocosmos por cuatro agujeros a lo ancho. En cada uno

de estos fueron colocadas dos semillas a una profundidad aproximada de 2 a 3 cm.

Abonos organicos. Los abonos orgénicos utilizados para la fertilizacion del forraje fueron
aguas verdes y vermicompost, ambos utilizados en la finca El Liral como parte de su sistema
de fertilizacion. En esta finca la recoleccion de las aguas verdes se da mediante un sistema
de tuberias de dos etapas. Primeramente, se colectan las aguas de lavado junto a las excretas
de los animales (orina y bofiiga), y se filtran los liquidos que continan a la segunda etapa, y
los solidos se utilizan como sustrato para el vermicompostaje con lombrices del género
Eisenia. La fraccion liquida que corresponde a las aguas verdes se llevan a un tanque de
almacenamiento con capacidad de 3 m® donde se conecta al sistema de bombeo y es aplicado
mediante fertirriego. Las aguas verdes aplicadas a los mesocomos se tomaron del tanque de
almacenamiento, primero con ayuda de una barra de PVC se removid con el fin de
homogenizar y posteriormente, se tomaba con un recipiente las aguas verdes vertiéndolas en

una botella plastica de un litro.

En cuanto al proceso de vermicompostaje, las excretas sélidas son colectadas en un espacio
abierto donde permanecen durante dos semanas para el proceso de pérdida de humedad y de
sustancias toxicas para las lombrices. Después, esta materia seca se incorpora en el area de
vermicompostaje donde permanece en contacto con las lombrices durante 30 dias, hasta su
utilizacion. Este proceso esta en constante rotacion para su adecuada aireacién. Para la
recoleccion, se tomd material del area donde el vermicompost ya estaba listo y con ayuda de
una pala se vertid en una bolsa plastica. Las muestras de vermicompost fueron de

aproximadamente un kilogramo.

Para ambos casos, una vez recolectado los abonos organicos se trasladaron a las instalaciones
del CIBCM donde se realizo la aplicacion inmediatamente y el sobrante se mantuvo a 2 °C,

para su analisis quimico y microbiano.
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Fertilizacion de mesocosmos con abonos organicos. Para efectos del experimento, se
utiliz6 material fresco de la finca cada vez que era necesario realizar la aplicacion, las aguas
verdes cada 35 dias mientras que el vermicompost se recolecto cada cuatro meses. Las
aplicaciones de los abonos orgéanicos en el forraje durante el experimento se basaron en el
programa de aplicacion de estos mismos abonos de la finca. Las dosificaciones utilizadas son
las siguientes: a. Para aguas verdes es de 1.2 I/m?, por lo que para cada mesocosmo con un
area de 0.095 m?se aplicd 114 ml. b. Para el vermicompost, la dosis es de 5 t/ha en campo,
por lo tanto, se aplicé 47.5 g en cada unidad experimental. Los mesocosmos utilizados como
control no fueron fertilizados con abonos organicos, pero el manejo de riego y siembra de

pasto si fue igual a los otros tratamientos.

Riego. A cada mesocosmo se le aplicd una lamina de agua de 6.65 mm (basado en la
frecuencia de riego de la finca) cada semana, pero esta variable no se tom6 como factor para
equilibrar la cantidad de agua en los tratamientos fertilizados con aguas verdes en donde se
dispuso cierta cantidad de agua como componente de este abono.

Colecta de muestras. Las muestras que se utilizaron para el andlisis quimico y para la
extraccion de ADN del suelo se recolectaron en los meses 0, cuatro y ocho del periodo
experimental, seleccionando seis puntos aleatorios de donde se tomo el suelo. Se utilizaron
tubos conicos estériles de 50 ml y 20 ml para las muestras dirigidas a los andlisis quimicos y

extraccion de ADN, respectivamente.

Para realizar estos andlisis en los abonos organicos se utilizaron las porciones almacenadas
de cada una. En el caso de las aguas verdes, se realizé un pool de las tres aplicaciones de
cada periodo (mes 0 al mes cuatro y al mes ocho), al finalizar cada uno, y se tomaron 500 ml
para el analisis quimico y 50 ml para la extraccion de ADN. En cuanto al vermicompost, se
realizd el mismo proceso que las aguas verdes variando Unicamente en la cantidad utilizada
en el analisis quimico, ya que se utilizé 250 gramos, y para la extraccion de ADN se utilizo

la cantidad colectada en un tubo conico de 50 ml.
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4.2 Caracterizacion quimica de los suelos de los mesocosmos y abonos organicos

Los andlisis quimicos de las muestras de suelos y abonos se realizaron en el Laboratorio de
Suelos y Forrajes del Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), utilizando los
procedimientos estandarizados del mismo para cada muestra, estos se realizaron al inicio del
experimento, a los cuatro y a los ocho meses. Para determinar el pH, la acidez, el Ca, el Mg,
el Ky el valor CICE (capacidad de intercambio cationico) se realizé mediante los niveles
criticos generales para la solucion extractora KCL-Olsen Modificado y estos valores estan
dados por centimoles entre litro (cmol(+)/l). También con esta solucion extractora se
determind la concentracion en miligramos entre litros (mg/l) del P, el Zn, el Cu, el Fy el Mn.
Con respecto al porcentaje de C y N totales se determinaron con el Autoanalizador de C/ N
por combustién seca. Y la CE (mS/cm) fue determinada en una proporcion de 10 g de
material: 20 ml de agua, hasta alcanzar el punto de saturacion de la pasta. Las lecturas se
hicieron del extracto filtrado con succidn. En cuanto a la obtencion del valor de N foliar se
determind mediante el Autonalizador de N, y es expresado en base seca en relacién

masa/masa.

Tabla 1. Distribucion de los seis mesocosmos establecidos por tratamiento

NuUmero de mesocosmos Tratamiento Abreviatura
Muestra 1 Suelo control SC-1
Muestra 2 Suelo control SC-2
Muestra 3 Suelo + aguas verdes SAV-3
Muestra 4 Suelo + aguas verdes SAV-4
Muestra 5 Suelo + vermicompost SVC-5
Muestra 6 Suelo + vermicompost SVC-6
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Figura 4. Configuracién de siembra del forraje Brachiaria brizantha en cada mesocosmo
(elaboracion propia)

4.3 Determinacion de la estructura de las comunidades bacterianas

Las extracciones de ADN de las muestras de suelo fueron realizadas al inicio (tiempo 0), a
los cuatro meses y a los ocho meses del periodo experimental. Con el fin de obtener la mejor
calidad de ADN para la secuenciacion masiva, se utilizaron tres metodologias de extraccion,
incluyendo dos kits comerciales especificos para suelos, uno de Mo Bio Laboratories y el
otro de la marca Machery-Nagel™ (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones
del fabricante. El tercer procedimiento aplicado fue la extraccion de ADN utilizando Fenol-
Cloroformo basado en el protocolo de métodos de extraccion de ADN por solventes
organicos de la Red BitéBancos (2011). Este consiste, en extraer el ADN a partir de la
reaccion de los componentes de las muestras de suelo y abonos organicos con los solventes
fenol y cloroformo, separando el ADN en la fase acuosa y los restos celulares en la fase
intermedia y organica. Posteriormente, el ADN es precipitado con etanol absoluto y

finalmente es resuspendido en una solucion amortiguadora (buffer TE).

Para seleccionar las muestras de ADN de mejor calidad para la secuenciacion, se visualizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %, y ademas se cuantificaron utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000C de la marca Thermo Scientific, donde se obtuvo la
concentracion (ng/ul) y las relaciones 260/280 y 260/230, que permiten evaluar la presencia
de contaminacion con proteinas y fenolato y tiocianato de guanidina, respectivamente. Se
seleccionaron las muestras de ADN gue presentaron una alta concentracién y los niveles de

pureza adecuados para el envio a secuenciacion.
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Figura 5. Electroforesis de agarosa con muestras de ADN extraido por el protocolo de
fenolcloroformo de muestras de suelos (SC, SAV y SVC) y abonos utilizados (VC y AV).
1. Escalera, 2. SC #1, 3. SC #2, 4.SC #3, 5. SAV #1, 6. SAV #2, 7. SVC #1, 8. SVC #2, 9.

VC #1,10. AV #1y 11. AV #2

Las muestras de ADN seleccionadas se enviaron a la empresa Novogene, California donde
se amplificé el marcador ARNr 16s ribosomal en las regiones V3-V4 mediante la plataforma
llumina Miseq (lllumina, Inc). Se utilizaron dos primers que corresponde a:
3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG'S (forward) y
5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 3 8 (reverse).

Las secuencias obtenidas se sometieron a una edicion mediante el uso software de acceso
libre Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME2) (Bolyen et al., 2019). Para el
acceso a este software se utilizo el cluster del Centro Nacional de Alta Tecnologia (CENAT).
Durante el proceso de edicion, primeramente, se removieron las secuencias Unicas o
“singletons”, las quimeras y las secuencias de cloroplasto y mitocondria, para luego
ensamblar las secuencias. Una vez ensambladas, se realizo la asignacion taxonémica con la
base de datos SILVA v.138. De esta asignacion, se tuvo como resultados la clasificacion
taxondmica y su correspondiente matriz de abundancia de los ASV (Amplicon Sequence
Variant) presentes. Por tltimo, se comparo la clasificacion de los ASV mas abundantes con
la base de datos de EzBioCloud (Yoon et al., 2017) que almacena secuencias curadas de

genes 16s de ARN ribosomal.
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4.4 Determinacion de la produccién de masa seca del forraje

Para cada cosecha de forraje se determind el rendimiento de masa seca (Rwms) en kilogramos
por metro cuadrado producida por mesocosmo utilizando la formula [1]. Se realizé una
primera cosecha a los 120 dias. Tras esto, el forraje se cosechd consecutivamente cada 35
dias, debido a que en el primer corte el periodo debe considerar mayor tiempo para asegurar
el correcto establecimiento y espigado del pasto (Moreno y Molina, 2007). Posteriormente,
una vez cosechado el forraje es colocado en bolsas de papel y se pesé para determinar el peso
inicial (base humeda) después se colocaron en una estufa a 80 °C durante 24 horas, terminado

este periodo se procedio a pesar en base seca.

M k
Rys = seca 1K9] _ 1]

Amesocosmo [m ]

4.5 Anélisis estadisticos

Primeramente, se realiz6 un promedio de las dos repeticiones de cada tratamiento de las
muestras del cuarto y octavo mes para los resultados quimicos, de produccion de biomasa
seca y comunidades bacterianas. Para los resultados del analisis quimico, foliares y biomasa
seca producida se realiz6 un andlisis de la prueba Kruskall Wallis mediate el programa
InfoStat, estableciendo un valor de significancia de p = 0.05 para analizar la existencia de
diferencias significativas segin los factores de los tipos de tratamiento y el tiempo de
muestreo en relacion. Ademas, para el analisis quimico de suelo se calculé el cambio

porcentual de ellos indicadores evaluados del mes 0 al mes 8.

Para los datos bioldgicos se utilizaron rutinas de estadistica multivariada utilizando el
programa Plymouth Routines In Multivariate Ecological Research (PRIMER7) (Clarke &
Goyle 2015). En cuanto a la evaluacion de las comunidades bacterianas, se realizd un
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS en sus siglas en inglés) basado en la
matriz de la similitud de Bray-Curtis, transformada con raiz cuadrada y estandarizada.
Ademas, se visualizaron los datos mediante diagramas de matriz de sombras (Shadeplot),
que utiliza el indice de Whittaker para las especies y la matriz de similitud de Bray Curtis
para las muestras, donde se observan solo los taxones mas importantes que contribuyen a la

disimilitud de las muestras (25 en el caso de la tabla general, y 36 en el caso de las bacterias
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relacionadas al ciclo del N). Tanto las muestras como las especies se agruparon
jerarquicamente de forma independiente, y la intensidad de sombreado dentro de la matriz es

indicativo de la abundancia relativa transformada de cada una.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis quimicos

Con base a los resultados de la prueba de Kruskall Wallis se obtuvo que no hay diferencias
significativas de los analisis quimicos del suelo con respecto al tratamiento; sin embargo,
para el caso del tiempo de muestreo solamente se observd diferencias significativas en el pH,
CICE, Mg, Ca, Zny Mn. Diversos estudios han reportado que la disponibilidad y los cambios
de los pardmetros quimicos del suelo cuando existe fertilizacion organica se ve reflejado en
los respectivos ciclos cuando se analiza en largos plazos debido a que, cuando se utilizan
abonos organicos el ciclaje de nutrientes aportados son mas lentos (Ahmed et al., 2019,
Hernandez et al., 2010, Jiang et al., 2018). El suelo inicial que se utilizd para el
establecimiento de los mesocosmos se caracterizé con textura franco arenosa ya que su
composicion fisica corresponde a un 82 % de arena, 16 % limo y un 2 % de arcilla, con un
pH de 5,60. Este valor de pH se encuentra en los rangos adecuados para la fertilidad del suelo
segun la solucion extractora utilizada en los andlisis quimicos realizados, este parametro esta
muy cerca del pH minimo recomendable (5,5), ya que por debajo de este se considera que

pueden presentar problemas de acidez especificamente con el ion de aluminio (Garro, 2016).

Sin embargo, al establecerse el forraje en los mesocosmos se observo que existié un aumento
de este indicador en el tiempo, principalmente en los sistemas fertilizados con vermicompost.
Esto puede deberse a que el sistema, al tener una incorporacién directa de materia organica
amortigua la acidez del suelo y provee una estabilidad en la actividad iénica de los nutrientes
incorporados. En un estudio donde se evalu6 el efecto de abonos orgéanicos contra
fertilizacion NPK, se concluy6 que los abonos organicos disminuyen la acidez manteniendo
el pH entre 6 a 7 mientras que, la fertilizacion quimica aumenta este indicador

caracterizandose que los pH de estos suelos se encuentran entre 4 y 5 (Wang et al., 2019).

Por otra parte, la disminucion de la acidez se ve involucrada con el aumento de la capacidad
de intercambio catidnico efectiva (CICE) en los mesocosmos al octavo mes, principalmente
en el tratamiento fertilizado con vermicompost. Se ha observado que un mas alto valor de

CICE se asocia con mayor fertilidad en los suelos y menor acidez, debido a que existe una
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regulacién entre la actividad iénica favoreciendo el potencial de almacenar y suministrar

nutrientes (Aranda y Vésconez, 2022).

Tabla 2. Resultados de los analisis quimicos de suelos realizados a los 0, 4 y 8 meses del
proyecto (SC_0: suelo inicial, SC_4: suelo control a los cuatro meses, SAV_4: suelos +
aguas verdes a los cuatro meses, SVC_4: suelos + vermicompost a los cuatro meses, S

SC_8: suelo control a los ocho meses, SAV_8: suelos + aguas verdes a los ocho meses y

SVC_8: suelos + vermicompost a los ocho meses)

Muestreo
Tratamiento / Andlisis 0 meses 4 meses 8 meses
SC 0 SC4 [SAV4[svCca| scC8 | SAV.8 | SvC.8
pH (cmol (+)/1) 5,60 6,00 6,10 6,10 6,30 6,10 6,70
Acidez (cmol (+)/1) 0,14 0,17 0,16 0,14 0,11 0,13 0,10
Ca (cmol (+)/1) 5,64 5,72 5,40 5,64 6,93 6,48 9,41
Mg (cmol (+)/1) 1,72 1,65 1,55 1,72 1,62 1,74 1,79
K (cmol (+)/1) 0,20 0,08 0,07 0,20 0,06 0,06 0,07
CICE (cmol (+)/1) 7,70 7,62 7,18 7,70 8,72 8,41 11,36
SA (%) 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,50 0,85
P (mg/l) 3,00 3,00 4,00 3,00 2,00 2,00 17,50
Zn (mg/1) 3,30 4,20 3,40 3,30 9,60 8,15 14,35
Cu (mg/l) 14,00 8,00 9,00 14,00 8,00 9,50 7,50
Fe (mg/l) 144,00 92,00 94,00 | 144,00 | 96,50 101,50 78,50
Mn (mg/1) 13,00 9,00 6,00 13,00 4,00 3,50 2,50
CE (mS/cm) 0,40 0,20 0,20 0,40 0,15 0,35 0,40
C (%) 4,30 4,81 3,70 4,30 3,99 4,27 5,96
N (%) 0,37 0,37 0,32 0,37 0,33 0,35 0,45
C:N (%) 11,60 13,00 11,60 11,60 12,25 12,40 13,15
MO (%) 6,15 6,88 5,29 6,15 571 6,10 8,52

En la Tabla 3, se muestra el cambio porcentual de los parametros del suelo analizados entre
el tiempo 0 y el octavo mes cuando se finalizo el experimento, debido a que mayor plazo se
podria evidenciar un mayor efecto de los tratamientos aplicados ya que al utilizar suelos de
origen boscosos muchos de los nutrientes biodisponibles a corto plazo podrian dar respuesta

a la reserva de elementos de este tipo de suelos (FAO, 20152). Se observé una disminucion
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general en el K, Cu, Fe y Mn, y en el caso del suelo control y el fertilizado con AV, también
C, N y materia orgénica, que podria atribuirse a la absorcion de macro y micronutrientes por
parte del pasto, entre ellos K, N y Mg. En el caso del suelo fertilizado con vermicompost, se
Ve una mayor proporcion de Ca, C, N y materia organica, ademas existe un notable aumento
del Zn 'y de la disponibilidad de P. Cabe destacar que el Ca y el Zn también aumentaron en
los otros tratamientos en menor medida que el vermicompost. Es importante destacar que
solamente en el suelo fertilizado con vermicompost se observé aumento en el contenido de
P. Se ha reportado que el proceso de vermicompostaje aumenta hasta 25 veces mas este
elemento, en comparacién a otros abonos como el estiércol sin procesar (InfoAgro, 2017;
Romero et al., 2013).

Tabla 3. Cambios porcentuales de los nutrientes presentes en los diferentes tratamientos
analizados durante el periodo de anélisis

Tratamiento/ A% 8 meses
Analisis SC8 | SAV 8| SVC8
pH 5,00 0,82 6,35
Acidez -35,29 -31,25 -9,09
Ca 21,15 27,50 45,03
Mg -1,82 12,90 8,18
-31,25 -21,43 0,00
P -33,33 -50,00 | 75,00
Zn 128,57 132,35 | 181,37
Cu 0,00 -5,56 -16,67
Fe 4,89 3,19 -16,93
Mn -55,56 -58,33 | -54,55
C -17,05 8,78 59,15
N -12,16 3,12 38,46
C/N -5,77 5,17 14,35
MO -17,05 8,78 59,15

El aumento del P en el tratamiento fertilizado con vermicompost al octavo mes puede estar
asociado a la disponibilidad de ese elemento en la fuente de fertilizacion durante el periodo
experimental ya que el vermicompost presento valores mas altos de este elemento que las
aguas verdes, como se observa en la Tabla 4. Esto podria responder a que este vermicompost
se obtiene a partir de los sélidos de los desechos de la ganaderia (heces principalmente) donde

se concentra la mayoria de los nutrientes ademas de los aportados por el metabolismo de las
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lombrices involucradas en el proceso (Henriquez, 2007). Por otro lado, las aguas verdes
poseen una menor cantidad de nutrientes ya que gran parte de su fraccidn corresponde a agua.
Con respecto al aumento de C, N 'y % MO en los tratamientos fertilizados, ademas de la
incorporacion de materia organica por las excretas del ganado, se puede atribuir a la presencia
de residuos vegetales provenientes del forraje, que durante el periodo experimental se
degrada, reincorporando nutrientes al sistema edafico y a la naturaleza de los abonos
utilizados (Doll et al, 2018).

Tabla 4. Analisis quimicos de los abonos organicos utilizados en los tratamientos
fertilizados de los periodos de 0 a los 4 meses y de los 4 a 8 meses (N/D: no determinado)

indicador Aguas verdes Vermicompost
0-4meses | 4-8meses | 0-4meses | 4 -8 meses
pH (cmol (+)/1) 7,30 5,80 6,50 6,50
Ca (%) 0,01 0,02 17,82 5,92
Mg (%) 0 0,01 0,52 0,56
K (%) 0,02 0,03 0,3 0,39
P (%) 0 0,01 0,76 0,76
Cu (mg/kg) 0,10 1,00 120,00 122,00
Zn (mg/kg) 1,00 3,00 296 370
Fe (mg/kg) 3,00 18,00 8472,00 18379,00
Mn (mg/kg) 1,00 3,00 296,00 370,00
C (%) N/D N/D 15,14 15,46
N (%) 0,010 0,03 1,05 1,49
C:N N/D N/D 14,4 10,4

Segun Cerdn y Aritzabal (2012) la disponibilidad de los nutrientes como el N esta asociado
directamente con los procesos de mineralizacion resultante de la de aminacién y degradacion
de materia organica, por lo tanto, una mayor disponibilidad de carbono puede llevar a
aumentar la biodisponibilidad del N, esto por influencia directa entre estos nutrientes
(relacion C:N). Con base en lo anterior, se refleja esta relacion con los indicadores analizados
en el comportamiento decreciente del tratamiento de vermicompost, aguas verdes y, por
ualtimo, el suelo control sin fertilizacion; ya que el vermicompost es la enmienda que mas
aporte de MO y C tienen al suelo, mientras que, el suelo control tiene el aporte Gnicamente

del follaje.
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Con relacion al Zn, su aumento en todos los tratamientos puede estar relacionado a la forma
en que esté presente en el suelo, debido a que cuando se tienen niveles de pH bajos, este pasa
a ser soluble y se libera; mientras que a pH cercanos a 7 (neutros) como es el caso de todos
los tratamientos a partir del mes cuatro, este micronutriente se mantiene en su forma no

soluble, acumuléndose en la fraccion organica (Durdn y Hernriquez, 2007).

5.2 Andlisis foliares

En la Figura 6, se muestran los resultados de la biomasa producida del forraje B. brizantha
dada en el Rms en los diferentes tratamientos de suelo durante el periodo experimental. Segun
los resultados de la prueba de Kruskal Wallis, no hay diferencias significativas con respecto
al tratamiento y tiempo de corta. En la corta nimero tres (que corresponde al cuarto mes del
experimento), se observé el punto con la mayor cantidad de biomasa seca. El tratamiento
fertilizado con vermicompost tuvo el mayor rendimiento seguido del suelo con aguas verdes
y por ultimo el suelo sin ninguna aplicacién. A partir de punto, la produccion es decreciente
hasta la corta nimero siete bajando los rendimientos de todos los tratamientos. A pesar de
que en la corta tres se obtuvo el mayor rendimiento de materia seca, este estuvo por debajo
del rendimiento esperado del pasto Brachiaria, ya que en promedio se estima que sea de 0.17
kg/m? (Merlo et al., 2017) y el valor més alto obtenido del experimento (muestra de suelo

con vermicompost) fue de 0.13 kg/m? aproximadamente.

Los rendimientos de biomasa seca coinciden con los cambios que reflejan los analisis de
suelo correspondientes tanto para el mes cuatro y mes ocho. La presencia de K, Ca, Mny Fe
en el suelo disminuyé en todos los tratamientos a partir del mes cuatro, donde ya el sistema
de forraje se ha establecido en comparacion al suelo inicial. La disminucion del Ny P se
reflejo Unicamente en los tratamientos de suelo control y fertilizado con aguas verdes.
Mientras que para el vermicompost si existié un aumento. Segun Salas y Cabalceta (sf); el
pasto B. brizantha tiene una mayor absorcion de K, N, Mg, P, Mn, Zn, Cuy B en los puntos
con mayor produccion vegetativo; por lo tanto, el establecimiento del sistema productivo

forrajero en los mesocosmos esta asociado a la disponibilidad de nutrientes en el suelo.
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Figura 6. Comportamiento del rendimiento de materia seca producida (kg/m?) durante el periodo
experimental de los mesocosmos. Muestras SC: suelo control (color amarillo); SAV: suelo + aguas
verdes (color verde) y SVC: suelo + vermicompost (color rojo)

El rendimiento de la materia seca de la corta nimero tres y la corta nimero seis coinciden
con los puntos de muestreo correspondientes al cuarto y octavo mes respectivamente. Como
se describio anteriormente, entre los dos tipos de abonos organicos y el tratamiento sin
aplicaciones no hubo diferencias significativas en la disponibilidad de macro y
micronutrientes a nivel de suelo; por lo tanto, en los diferentes tratamientos el nutrimiento
del sistema productivo no difiere ya que tienen un perfil similar en cuanto a la composicion
nutricional que presenta el suelo. En cuanto al tiempo de muestreo, los forrajes durante su
periodo productivo tienen un punto maximo del rendimiento y a partir de este, a través del
tiempo su productividad disminuye como el caso de pasturas del género Brachiaria (Lemus,
2008).

Blouin et al. (2019), en un metaanalisis del uso del vermicompost como parte de la
fertilizacion en sistemas productivos, concluyd que este abono aumenta la cantidad de
biomasa producida, y que el mayor efecto en la productividad de biomasa se da cuando se
utiliza la proporcion del 30 al 50 % de vermicompost en el volumen total del suelo,
concluyendo ademas que la familia Poaceae se encuentra dentro de la que mejor rendimiento
tuvo con este abono organico. En las condiciones experimentales de este estudio, el
tratamiento de vermicompost estuvo asociado con el mayor rendimiento de biomasa seca
producida, aunque no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tipos de

fertilizacion utilizados. Sin embargo, es importante tener en cuenta que, aunque el
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vermicompost puede proporcionar nutrientes al sistema, a partir del cuarto mes de cultivo,
las dosificaciones utilizadas ya no son suficientes para mantener la misma productividad del
follaje. Por lo tanto, se sugiere aumentar las dosis o combinar el uso de vermicompost con

otras fuentes de nutrientes, como se maneja en la finca en la cual se basé el proyecto.

En la Tabla 5, se muestra el porcentaje N foliar presente en el forraje durante el periodo del
muestreo donde se obtuvo que este indicador tampoco tiene diferencias significativas con el
tiempo y tratamiento. Como se observa, los valores de las muestras del cuarto mes son
mayores comparados con los tratamientos del octavo mes, coincidiendo con la mayor
produccion de materia seca del forraje. Palacios, (2019) reporta que porcentajes de N foliar
mayores a 1,5 ya se considera una pastura de calidad nutricional para alimentar al ganado;
con base a esto se reflejo que Unicamente los valores del cuarto mes estuvieron por encima,
mientras que los del octavo mes demostraron una baja eficiencia de este elemento.

Tabla 5. Resultados del porcentaje en masa de N foliar presente en el forraje de los
diferentes tratamientos al cuarto y octavo mes de muestreo

Tratamiento % N foliar
SC 4 1,83
SAV_4 2,15
SVC 4 1,74
SC_8 1,30
SAV_8 1,25
SVC_8 1,43

Castillo y Ligarreto, (2010), Castro et al., (2018) y Palacios (2019), indican que el N foliar
es uno de los indicadores mas importantes para la productividad de los forrajes ya que se
asocia a componentes indispensables en la nutricién del ganado como la proteina cruda. Sin
embargo, existe correlacion de este elemento con otros factores como lo son el contenido de
clorofila en las hojas, hojas seleccionadas para el analisis, edad del forraje y tipo de pastura
analizada. Ademas, hay influencia de agentes externos como lo son la temperatura y
humedad. Al no evaluar el efecto de estos parametros en este experimento, no se pueden

relacionar a los cambios observados en los resultados.
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En los sistemas forrajeros bajo fertilizacion organica como método para la reintegracion de
nutrientes al suelo como lo son las excretas de ganado, solo una pequefia parte de la fraccion
del N que es depositada corresponde a la fraccion soluble, limitando la biodisponibilidad para
las plantas (Hernandez et al., 2007). Los abonos organicos como los residuos vegetales y
animales son las principales materias primas que aportan MO disponible en el sistema
edéafico; y esta necesita ser descompuesta por las comunidades de microorganismos, como
bacterias y hongos, presentes en el suelo para liberar nutrientes, como el nitrogeno (N), que
luego pueden ser utilizados por las plantas. Estos microorganismos desempefian un papel
crucial en el proceso de descomposicion de la MO y en la disponibilidad de nutrientes para

las plantas.

Sin embargo, existen factores que afectan directamente las estructuras de las comunidades
microbianas en las actividades agricolas, como, por ejemplo, el uso de desparasitantes en el
ganado cuyos residuos son depositados en el suelo a través de sus excretas, alterando los
ecosistemas bacterianos. Un caso de lo anterior son los residuos de antibi6ticos que podrian
estar presentes en las aguas verdes (Boschini y Elizondo, 2005; Botero, 2021; Celaya y
Castellano, 2011; Francioli et al., 2016; Mufioz, 2017; Pezo y Garcia, 2018). En este estudio,
se utilizaron abonos orgénicos obtenidos a partir de las excretas del ganado de la finca para
fertilizar los suelos; sin embargo, no se incluyé la evaluacién de este tipo de sustancias en la
calidad de los abonos organicos utilizados. Ademas, se mantuvo el forraje senescente en los
mesocosmos, por lo que el nivel de nitrogeno foliar del forraje puede verse afectado por
varios factores, como los antes mencionados, incluyendo el tiempo de experimento, que en
este caso fue de ocho meses. Es importante destacar que, al evaluarse Unicamente ocho
meses, los efectos observados pueden estar limitados a un corto plazo, ya que los dos abonos
podrian requerir mas tiempo para la mineralizacion de los nutrientes y la biodisponibilidad.
Por lo tanto, el sistema vegetativo establecido probablemente utiliza inicamente la reserva

del suelo inicial.

5.3 Andlisis de las comunidades bacterianas

El andlisis bioinformatico dio como resultado un total de 10 924 ASV's distribuidos en las
11 muestras analizadas. En la Tabla 6, se muestran los resultados del analisis de la diversidad

calculado mediante el indice de Shannon en logaritmo en base 10 de las muestras. Como se
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observa, el suelo inicial (S_0), con un indice de 3,004, fue superior en cuanto a la abundancia
de ASV’s identificados en comparacion a los demas tratamientos. Esto puede relacionarse a
que las poblaciones de los suelos de los tres tratamientos a los cuatro y ocho meses fueron

modificadas en el tiempo debido a las condiciones de invernadero y por la siembra del pasto.

Los suelos con alguna aplicacién de abonos organicos se podrian ver influenciados por la
carga bacteriana que se incorpora en el suelo debido al uso de vermicompost y aguas verdes,
que por su caracterizacion quimica podrian favorecer a grupos especificos disminuyendo
diversidad (Feng et al. 2015; Zhang et al. 2020).

En ambos periodos evaluados, la menor diversidad se observo en el tratamiento de suelos
control, lo que podria responder a que estos no tienen alguna fuente de incorporacion de
bacterias, como las aguas verdes y el vermicompost. Ademas, en comparacién al suelo
inicial, la diferencia puede estar dada al establecimiento de un sistema vegetativo que va a
favorecer a ciertos grupos bacterianos y afectar negativamente a otros por las relaciones
simbidticas a nivel radicular como indica Ward et al. (2019).

Tabla 6. Resultados del indice de Shannon para la diversidad de las comunidades
bacterianas presentes en los diferentes tratamientos durante el periodo de muestreo

Total _de Nimerode | - ..
Muestra especies secuencias Indice de Shannon Log (10)
(ASV’'s)
S 0 3308 47999 3,004
SC_ 4 1183 81800 2,406
SAV_4 1811 69640 2,704
SVC 4 1402 91673 2,776
SC_8 1827 54650 2,747
SAV_8 2055 59921 2,852
SVC 8 2114 58463 2,860
AV_0-4 2529 59454 2,837
AV _4-8 371 45747 1,218
VC_0-4 1561 51099 2,823
VC_4-8 1244 50574 2,761
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5.3.1 Comunidades bacterianas en los abonos organicos

En la Figura 7 se presentan los filos bacterianos con mas del 1 % de la abundancia relativa
total en los dos abonos organicos utilizados durante los diferentes periodos de muestreo.
Como se observa, las muestras de aguas verdes utilizadas en ambos periodos de aplicacion
presentaron mayor proporcion del filo Proteobacterias. En las aplicaciones cuyo efecto
abarca del inicio del experimento hasta los cuatro meses, este filo correspondi6 con el 50 %
de la abundancia total; mientras que las aplicadas en el periodo de cuatro a los ocho meses
aumentaron a un 80 %. Las Proteobacterias son bacterias que se encuentran en diversos
ambientes como en mantos marinos, aguas dulces, en el microbiota intestinal de mamiferos
y aves; ademas, hay géneros especificos como las Pseudomonas, Pseudolabrys Afipia y
Rhizobium asociados a ambientes nitrogenados, desempefiando un papel en el ciclo de N (Yu
et al. 2022; Macik, Gryta y Frac, 2020; Taylor, Sichel y Salama, 2019).

El siguiente filo mas abundante en este abono corresponde a los Firmicutes, donde hay una
mayor abundancia en el primer periodo de aplicacion en comparacion al segundo, con 30 %
y cerca del 20 %, respectivamente. En diversos estudios que utilizan secuenciacion de nueva
generacion con base al gen 16s ribosomal, han descrito que existe una comunidad central o
“core” de bacterias ruminales compuesto por siete grupos de bacterias calificadas a diversos
niveles taxondmicos, destacandose, entre otros, los géneros Prevotella, Butirivibrio,
Ruminoccocus Yy otras bacterias no clasificadas de las familias y 6rdenes donde incluyen la
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Clostridiales y Bacteroidales, todas menos la dltima
pertenecientes al filo Firmicutes (Henderson et al., 2015; Jain y Proctor, 2014). Estos grupos
dominan en las excretas de ganado, sin embargo, en este caso, al ser una mezcla de desechos
liquidos de lecheria, sometidos a almacenamiento durante un periodo de tiempo fuera del
animal, podria permitir la colonizacion de bacterias ambientales pertenecientes a otros filos
bacterianos (Wong et al., 2016).

En cuanto a los filos presentes en el vermicompost utilizado en la fertilizacion, se observa
una composicion similar entre ambas muestras. Las Actinobacterias son el filo predominante,
con cerca del 30 % tanto para el vermicompost utilizado en el intervalo de los 0 a los cuatro
meses como al de los cuatro a ocho meses, seguido de las Proteobacterias con una abundancia

de 20 % en cada una. El filo Bacteroidetes es el tercero mas abundante con una diferencia
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cerca del 10 % entre los dos periodos de tiempo. Estos resultados son consistentes con otros
estudios que encontraron que en el vermicompost hay un aumento en la diversidad de
bacterias pertenecientes a los filos de Bacteroidetes y Actinobacteria. Estos grupos son
favorecidos por el ambiente andxico y el enriquecimiento de nutrientes en el intestino de las
lombrices las cuales se encargan de la descomposicion de la materia organica. Ademas, el
proceso para la obtencién del vermicompost modifico la comunidad bacteriana original de
los desechos que se utilizan de una manera diversa explicando asi la diferenciacion entre las
comunidades bacterianas con las presentes en las aguas verdes (Yasir et al., 2009; Murillo et
al., 2022; Sun et al., 2015).

100% I e - —
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70% W Verrucomicrobia
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Figura 7. Abundancia relativa de los distintos filos con una presencia mayor al 1 % de la
abundancia total de los abonos organicos utilizados en los tratamientos de suelo con
fertilizacion. AV: Aguas verdes, VC: Vermicompost. 0-4: Abonos utilizados en el periodo
del inicio del experimento a los 4 meses. 4-8: Abonos utilizados de los 4 a los 8 meses

5.3.2 Comunidades bacterianas en los suelos

En la Figura 8 se observa que los filos de bacterias predominantes para el suelo inicial son
Actinobacteria y Acidobacteria, con un 36 %y 25 % de abundancia relativa respectivamente.
Los filos de Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes y Chloroflexi tienen una fraccion

similar dentro de la abundancia de la muestra. En el caso del tratamiento control (SC), al que
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no se le aplicd ningun abono, se observo un aumento significativo del filo Bacteroidetes en
el mes cuatro y que disminuye a los ocho meses. Los filos de Proteobacteria y
Gemmatimonadetes aumentan durante el tiempo, siendo mayor el efecto en las
Proteobacterias. El efecto contrario se observa en las Actinobacterias y Acidobacterias. Los
Firmicutes tienen una disminucion muy notoria a los cuatro meses, sin embargo, al mes ocho
incrementa su abundancia. A pesar de que el suelo control no se le aplicé algin tipo de
fertilizacion su variabilidad en las comunidades bacterianas pueden ser respuesta al
establecerse un sistema vegetativo 0 a los cambios del entorno donde se encuentran los

MesSocosmaos.

Por otra parte, en los tratamientos de suelo fertilizado con aguas verdes (SAV) se observé un
comportamiento similar al suelo sin fertilizacion. Al final de los ocho meses de estudio las
comunidades bacterianas del suelo con aplicaciones de AV tuvieron alta similitud con el
suelo sin aplicaciones en el mismo muestreo, a pesar de las diferencias observadas a los
cuatro meses. Ejemplo de esto son los Bacteroidetes que incrementaron al mes cuatro, y
disminuyeron en el muestreo de los ocho meses. En cuanto al aumento de las Proteobacterias,
puede dar respuesta a la aplicacion de las aguas verdes ya que dentro de su composicion es
el filo mas abundante en las dos muestras aplicadas durante el periodo de fertilizacion

muestreado.

Por dltimo, se tiene a los suelos fertilizados con vermicompost, donde también se ve un
aumento en las Proteobacterias y Fimircutes, un comportamiento estable a través del tiempo
de las Actinobacterias, y una disminucion de la abundancia de las Acidobacterias con
comparacion al suelo inicial del muestreo. En cuanto a las Bacteroidetes, tiene el mismo

comportamiento que los suelos control y con aguas verdes.

Los filos de Proteobacterias y Firmicutes, se consideran los filos impulsores en la variabilidad
temporal de los grupos de bacterias cuando se trata de evaluaciones en el suelo debido a la
fertilizacion por abonos de origen animal, en este caso con las aguas verdes y vermicompost.
En general, existe una tendencia en la que estos tipos de abonos organicos promueve la
biomasa bacteriana, la abundancia y la diversidad de la mayoria de los grupos bacterianos
del suelo. Sin embargo, el aporte de carbono derivado del estiércol no favorece a todas las

bacterias por igual (Feng et al. 2015; Zhang et al. 2020). Un ejemplo de variabilidad en estos
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filos se observa cuando al aumenta la abundancia de las Proteobacterias, el filo Acidobacteria
disminuye; y de igual forma con la relacion de los Bacteriodetes con el filo Firmicutes
tendiendo un comportamiento inverso en cuanto al aumento o disminucién de la abundancia

presente (Francoli et al., 2016; Zhang, Tomas y Hao, 2018).

Estos comportamientos coinciden con el cambio de las comunidades bacterianas con respecto
al tiempo y los tratamientos de los abonos organicos en comparacion al suelo inicial. En
cuanto al suelo control se tiene una dindmica similar, dando probablemente respuesta al
establecimiento de un sistema vegetativo o a los cambios del entorno donde se encuentran
los mesocosmos. Los mesocosmos son una herramienta utilizada en la ecologia para una
amplia gama de estudios como el analisis de comunidades bacterianas de diversos ambientes,
ya que como ventaja permite dilucidar las condiciones naturales de los sistemas que se
quieren replicar a nivel de una experimentacion controlada escalable a diferentes tamafios;
sin embargo, puede haber limitaciones con relacion al no evaluar ciertas relaciones biolégicas

que se desencadenan en el ambiente original (Stewart et al., 2013; Cafiedo et al., 2012).
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Figura 8. Abundancia relativa de los distintos filos con una presencia mayor al 1 % de la abundancia
total de los diferentes tratamientos de fertilizacidn y segin el tiempo de muestreo
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En la Figura 10 se muestra el agrupamiento basado en la matriz de similitud de Bray-Curtis
de la tabla de abundancias de las comunidades bacterianas de los suelos de este estudio
(Escalamiento multidimensional no métrico o nMDS por sus siglas en inglés). Primeramente,
se observa una separacion del suelo inicial (S_0) de las demas muestras del experimento,
incluyendo los suelos control que no tienen ninguna aplicacion de abonos organicos. Esta
diferenciacion se puede atribuir a que este suelo se analiz6 antes del establecimiento del
pasto, y las muestras control de los tratamientos si fueron analizadas con el pasto. La
presencia de este cultivo permite que se desarrolle un microecosistema a nivel de la raiz de
este, favoreciendo las relaciones simbioticas entre grupos bacterianos especificos tales como
las Proteobacterias, debido a su capacidad para responder a fuentes labiles de C, mostrando
un rapido crecimiento y adaptacion a las diversas rizosferas vegetales, y a las Acidobacterias,
a las que se les atribuye un papel importante en el ciclo del C en los suelos debido a su
capacidad para degradar carbohidratos complejos como la celulosa y la lignina (Ward et al.
2009). Bacterias del filo Actinobacteria se han asociado con la capacidad para aumentar la
nodulacion de las raices y promover el crecimiento de las plantas (Bulgarelli et al., 2013;
Chaparro et al., 2014; Mendes et al., 2011; Peiffer et al., 2013; Tokala et al., 2002; Ward et
al. 2009).

Ademas, se observo que al cuarto mes hubo una separacion entre los tratamientos ya que los
suelos con fertilizacidn organica tienen una similitud del 80 % entre si, mientras que el suelo
control correspondiente (SC_4), no tiene relacion con estas, y se agrupa con un 20 % de
similitud con todas las muestras tomadas al octavo mes. Esto puede indicar una respuesta
durante los primeros cuatro meses del estudio de las comunidades bacterianas debido a la
aplicacion de los abonos organicos. Al existir un régimen de aplicacion, parte de las
diferencias entre las comunidades del suelo control y los abonados podria adjudicarse a la
incorporacion de nuevos grupos bacterianos existentes en las aguas verde y vermicompost.
Entre el cuarto mes y el octavo, la similitud entre los tratamientos fertilizados disminuyd de
80 % al 60 % entre ellos, aunque estas muestras si mantienen un 50 % de similitud con el
suelo control (SC_8). Estos resultados indican que el factor del tiempo de muestreo tiene un
impacto significativo en las variaciones de las comunidades bacterianas del suelo, mientras
que la aplicacion de los abonos organicos no resultd significativa en si misma, pero

contribuyd a la variacién de estas comunidades entre los diferentes tratamientos.
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En el estudio realizado por Francioli et al. (2016), se sefiala que en los sistemas de
fertilizacion organica en plazo de dos a cuatro afios se observan diferencias significativas en
los cambios de las comunidades bacterianas. Sin embargo, en el corto plazo, estos cambios
no son significativos y resulta dificil observar diferencias. Estos hallazgos resaltan la
importancia del régimen de fertilizacion y la estabilizacion de las bacterias en funcion del

periodo de estudio.
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Figura 9. Escalamiento multidimensional no métrico obtenido de la matriz de similitud de
Bray-Curtis de las comunidades bacterianas a nivel de ASV’s de las muestras de suelo de
los diferentes tratamientos

En la Figura 10 se muestra el gréfico de sombras con los 25 ASV’s clasificados a nivel de
especie que tienen el mayor efecto en la variabilidad de las comunidades bacterianas segun
el indice de Whittaker (Clarke & Goyle 2015). Dentro de esta seleccion, se encuentran tres
ASVs clasificados como Pseudolabrys sp., dos de ellos se caracterizaron por estar en mayor
abundancia en el suelo inicial, desapareciendo en el tiempo, y el tercero se encuentra en
mayor abundancia en el SC_8. Esta especie es nitrificadora y ha sido aislada en diversos tipos
de suelos alrededor del mundo, desde suelos de tundra hasta de bosques (Kim et al., 2014;

Ké&mpfer, 2006).
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Figura 10. Gréfico de sombra de la distribucion de los 25 ASV’s identificados a nivel de
especie que tienen mayor significancia en la disimilitud entre las muestras analizadas. Una
tonalidad de color més oscura indica mayor abundancia relativa de las especies en las
muestras

Diferentes especies del género Prevotella en cambio, hacen la diferenciacion en las
comunidades presentes en el suelo fertilizado con aguas verdes al mes cuatro. Este género ha
sido descrito ampliamente como uno de los principales en el microbioma del rumen del
ganado (Delgadillo et al., 2022), asimismo como las bacterias pertenecientes a la familia
Erysipelotrichaceae, identificada como parésitos intestinales en mamiferos incluido el
ganado (Khalil, Batool y Arif, 2022), por lo que no extrafia que se encuentre en mayor
abundancia en el abono a base de excretas de ganado sin procesar. No obstante, la abundancia
de estas bacterias disminuyd en la muestra SAV_8, lo que puede indicar que las condiciones
afectaron su persistencia en el suelo. Caracteristico de las muestras tomadas en el mes ocho,
el ASV clasificado como Faecalibacterium prausnitzii, tiene representantes parasitos que se
encuentra en el intestino del ganado vacuno (Savin et al., 2019) y en este caso marca la
disimilitud con respecto a las muestras del mes cuatro. Las especies como Devoisa insulae,

Terrabacter terrigena y Arthrobacter pascens se encuentran en las muestras de suelo a partir
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de establecimiento del pasto y se asocian a suelos de uso agricola donde existen cultivos, ya
que se involucran en diferentes procesos de ciclaje de nutrientes y control bioldgico (Roy y
Kumar, 2020; Wang et al., 2019; Hassan, Lepp y Zhou, 2015; Lee et al., 2014; Weon et al.,
2010; Yoon et al., 2009).

Las bacterias desempefian un papel crucial en los ciclos de nutrientes, como el ciclo del
nitrégeno. Entre ellas, las bacterias fijadoras de nitrégeno vy las nitrificantes desempefian un
papel fundamental en el establecimiento de los cultivos. Estas bacterias tienen la capacidad
de convertir el nitrogeno en formas absorbibles por las plantas, lo que resulta esencial para

su crecimiento y desarrollo (Benimeli, et al., 2019; Celaya y Castellano, 2011).

En la Figura 12 se observa la distribucion de ASVs identificados dentro de las principales
especies bacterianas con funciones dentro del ciclo de N, ya sea fijacion, nitrificacion o
denitrificacion, presentes en las muestras analizadas. En las muestras de suelos abonados
durante los primeros cuatro meses, se observd una mayor diversidad de estas bacterias, la
mayoria de las cuales no fueron observadas en las muestras posteriores. Esto sugiere que el
metabolismo de estas bacterias contribuyé a una mayor biodisponibilidad de nitrogeno, lo
cual se puede relacionarse con la mayor produccion de forraje durante estos primeros meses.
Posteriormente, las dosis utilizadas no fueron suficientes para mantener la misma
productividad. Cabe recalcar que en la mayoria de los casos estos abonos organicos son
aplicados como complementarios a otros sistemas de fertilizacién inorganica, y que, en el
caso del vermicompost, su mayor efectividad se da cuando se utiliza en proporciones

significativamente mayores que las utilizadas en este estudio (Blouin et al. 2019)

Las especies que pueden fijar, nitrificar o desnitrificar el N identificadas en este estudio
pertenecen a las familias Nitrobacteracea, Nitrospiraceae, Paenibacillaceae, Rhizobiaceae y
Streptomycetaceae. Los géneros Rhizobium y Mesorhizobium pertenecientes a la familia
Rhizobiaceae, son de los grupos de bacterias mas conocidas en la fijacién de nitrégeno,
interactuando en asociaciones mutualistas en las raices de las plantas, induciendo la
formacion de estructuras especiales en sus raices, llamadas nodulos, en las que se produce el

proceso de fijacion (Macik, Gryta y Frac, 2020).

La especie Nitrospira sp. (fam. Nitrospiracea) desempefia un papel fundamental en el ciclo

de N debido a que oxida los nitritos a nitratos, biodisponiendo estos compuestos a la planta
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ya que es de la forma que absorbe el N del suelo. Los ASVs clasificados como Nitrospira se
encuentra mayoritariamente en el suelo inicial. La familia Streptomycetaceae realiza el
proceso contrario, donde a partir de compuestos nitrificados dispone al suelo N> como reserva
para que posteriormente sea metabolizado por otros grupos de bacterias, y asi continuar con
el ciclo del N; ademas, se han evidenciado metabolitos bioactivos con caracteristicas
insecticidas, acaricidas, pesticidas entre otros, siendo una familia benéfica para la agricultura
(Singh y Mazumdar, 2022; Dains y Wagner, 2018). El género Paenibacillus es ubicado en
suelos a nivel mundial y se encuentra entre las bacterias promotoras de crecimiento. Se han
identificado especies en este genero con propiedades de fijacion, nitrificacion y
desnitrificacion (Karuriya & Choudhary, 2022; Liu et al., 2019).

Los ASVs identificados como Pseudolabrys y Afipia, ambos géneros de bacterias
nitrificadoras pertenecientes a la familia Nitrobacteraceae, fueron los mas abundantes de las
bacterias del nitrogeno en estas muestras. Estas bacterias son conocidas por su capacidad
para llevar a cabo la oxidacion del nitrito a nitrato como parte del proceso de nitrificacion, y
han sido reportadas en suelos (Yu et al.2022). Ambas especies fueron observadas en todas
las muestras analizadas, sin embargo, se encontraron subpoblaciones exclusivas de cada
tiempo de muestreo, lo que sugiere que las funciones relacionadas con el ciclo del nitrégeno
se llevan a cabo en todas las muestras, pero a los cuatro meses hay una mayor diversidad de
ASV’s asociados a este ciclo. Esto podria permitir un mayor aprovechamiento de los
nutrientes por parte de las plantas y podria haber influido en los resultados observados en
términos de produccion de biomasa; ya que no se evidencio diferencias significativas entre
la nutricion de los suelos en los tres tratamientos con respecto a la aplicacién de abonos

organicos.

Al aplicar abonos orgéanicos derivados de excretas de ganado, como las aguas verdes y el
vermicompost como fuentes de nutrientes, se introducen simultaneamente ciertos grupos de
bacterias presentes en estos abonos al suelo. Esto aumenta la disponibilidad de macro y
micronutrientes, asi como la actividad bacteriana en el suelo. A partir de esto, se desencadena
una serie de transformaciones debido al metabolismo de las bacterias en el suelo, lo que

permite que los nutrientes inicialmente no disponibles para las plantas se conviertan en
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formas absorbibles,

potenciando asi el desarrollo de sistemas vegetativos como los pastos

forrajeros (Roychowdhury, Mondal y Banerjee, 2016).
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CONCLUSIONES

Estadisticamente el tipo de tratamiento no presentd diferencias significativas entre los
parametros quimicos del suelo evaluados, mientras que la variable del tiempo
experimental tuvo diferencias significativas en el pH, la acidez y micronutrientes
como el CA, Mg, K, ZN y Mn.

La muestra de suelo aplicada con aguas verdes presento el menor porcentaje de
nitrégeno en el suelo al cuarto mes con 0,32 %, mientras que en el suelo aplicado con
vermicompost al octavo mes se observé el mayor con 0,45 %.

En la corta nUmero tres se obtuvo el mayor rendimiento de materia seca del forraje.
El mayor rendimiento se observo en el suelo con vermicompost con 0,128 kg/m?,
seguido del suelo aplicado con aguas verdes con 0.107 kg/m? y por Gltimo el suelo
control con 0,098 kg/m?,

Al cuarto mes se obtuvieron los mayores valores de N foliar, siendo el suelo con
aguas verdes el mas alto con 2,15 %, seguido del suelo control con 1,83 %y el suelo
con vermicompost con 1,72 %.

El suelo proveniente del bosque fue el més diverso segun la cantidad de ASV’s
identificados con un indice de Shannon de 3,004. Los suelos control fueron los menos
diversos en el mes cuatro y en el mes ocho con un indice de Shannon de 2,406y 2,747
respectivamente.

En las aguas verdes las Proteobacterias fueron las méas abundantes con mas del 50 %,
mientras que las Actinobacterias predominaron en el vermicompost con un 30 %
Las Actinobacterias, los Bacteroidetes y Proteobacterias fueron los filos con mayor
abundancia en las muestras de suelos evaluadas y las que mas vario su presencia entre
tratamientos.

Los suelos con aplicacion de abonos organicos del cuarto mes presentaron la mayor
diversidad de especies asociadas al ciclo del nitrogeno, entre ellas Pseudolabrys sp.,
y Afipia broomeae que cumplen un rol en la nitrificacion de N organico.
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RECOMENDACIONES

Utilizar como suelo inicial también suelos agricolas de lecherias para comparar la
respuesta de las comunidades microbianas a la aplicacion de abonos organicos y la
disponibilidad de los nutrientes aportados por estas fuentes.

Para proximas investigaciones con el mismo abordaje se debe agrandar el tamafio de
muestra y repeticiones para aumentar la variabilidad de los datos. Ademas, de
monitorear otras variables como la temperatura, la humedad y la ld&mina de riego
durante el experimento.

Evaluar diferentes dosificaciones en la aplicacion de los abonos organicos, ademas
de combinar con fertilizacion quimica en diferentes proporciones utilizando como
base este estudio, con el fin de encontrar el punto 6ptimo de la utilizacion de este tipo
de abono orgéanico, que favorezca a la produccion del forraje e impacte en los costos
de produccion.

Considerar la secuenciacion de las comunidades fangicas presentes, ya que también
tienen un papel dentro del ciclaje de nutrientes respondiendo a cambios en la
biodisponibilidad de los nutrientes.

Es importante estudiar mas a fondo las bacterias relacionadas al ciclo del nitrégeno
por medio de técnicas dependientes de cultivo, con el fin de analizar su influencia en
la biodisponibilidad de este nutriente para los sistemas forrajeros, para un mayor

aprovechamiento de las fuentes utilizadas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Recoleccion de las aguas verdes del tanque en la Finca Los Lirales, la cual se
utilizé como abono organico para los tratamientos SAV durante el proyecto

A 1 /

B L L T Cetes

Anexo 2. Establecimiento de los mesocosmos con el forraje de Brachiaria brizantha en el
invernadero donde se mantuvo durante el periodo de experimentacién
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Anexo3. Rangos recomendados para cada una de las variables analizadas en el analisis de
suelo con solucion extractora (para los elementos y determinacion de acidez
intercambiable) KCI-Olsen Modificado (CIA; UCR)

Analisis Nivel
Minimo | Maximo

pH (cmol (+)/1) 5,5 7

Acidez (cmol (+)/1)) 0 0,5
Ca (cmol (+)/1) 4

Mg (cmol (+)/1) 1 40
K (cmol (+)/1) 0,2 1,5
CICE (cmol (+)/1) 5 40
SA (%) 0 10
P (mg/L) 10 100

Zn (mg/L) 3 10

Cu (mg/L) 2 50
Fe (mg/L) 10 500
Mn (mg/L) 5 100
CE (mS/cm) 0,5 2

C (%) 1 3
N (%) 0,1 0,4

C:N (%) 10 15

Anexo 4. Pardmetros temperatura y humedad registrados en el periodo de funcionamiento

del equipo

Parametro Valor

Cantidad de tomas 4526
Intervalo de tomas | 30 minutos
Fecha inicial 13/10/2021
Fecha final 15/12/2021

Tmax (°C) 16,3

Trin (°C) 29,9

Torom (°C) 26,4

HRmax (%) 74,9

HRmin (%) 22,1

HRprom (%) 41,7
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