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RESUMEN

Este estudio evalud el impacto de la aplicacion de biol sobre la diversidad y funcion
microbiana en la rizésfera del palto (Persea americana var. Hass). Para ello, se
emplearon diferentes volimenes de biol (0, 0,75, 3 y 6 L/planta) en un ensayo de
campo en el fundo Maquinaria Agricola San Jos¢, El Carmen, Chincha, Ica. Las
muestras de suelo rizosférico se recolectaron en tres momentos (linea base, 24 horas
y 10 dias tras la aplicacion), y se secuenciaron mediante metagendmica shotgun de
Oxford Nanopore para identificar la composicion taxondmica y funcional. A las 24 h,
el indice de diversidad de Shannon disminuy6 de 4,31 + 0,05 a 4,0 + 0,04 (p<0,01), y
la estructura comunitaria mostrd diferencias significativas (PERMANOVA,
p<0,001). A los 10 dias, la diversidad se restableci6 a niveles cercanos a la linea base,
indicando una respuesta transitoria. La abundancia de arqueas nitrificantes,
como Candidatus  Nitrososphaera evergladensis y Nitrososphaera viennensis,
aumentd en 120y 150 lecturas normalizadas (p<0,001), respectivamente, 24h después
del tratamiento. Las funciones relacionadas con transporte y metabolismo de
aminoacidos, asi como procesos de transcripcion, variaron significativamente
(p<0,05), reflejando cambios funcionales temporales. La correlacion canonica (CCA)
reveld que la composicion microbiana se asocid con el calcio disponible en savia
vegetal y el contenido de carbono organico total del suelo (reduccion de 2,0% a 1,5%
entre linea base y 24h; p<0,05). Estos hallazgos indican que el biol alterd inicialmente
la comunidad microbiana hacia taxones copidtrofos y nitrificantes, promoviendo
funciones metabolicas especificas. La aplicacion de biol generé cambios temporales
en la diversidad, estructura y funcion del microbioma rizosférico del palto Hass,
modulados por la disponibilidad de nutrientes y condiciones edaficas, lo que sienta
las bases para estrategias mas sostenibles de manejo nutricional en cultivos frutales

peruanos de importancia agroexportadora.

Palabras clave: biofertilizante, secuenciacion metagenomica, agricultura sostenible,

microbioma del suelo, genes funcionales, Persea americana



ABSTRACT

This study evaluated the impact of biol application on microbial diversity and
function in the rhizosphere of avocado (Persea americana var. Hass). For this
purpose, different volumes of biol (0, 0.75, 3 and 6 L/plant) were used in a field trial
at the Maquinaria Agricola San José farm, El Carmen, Chincha, Ica. Rhizospheric
soil samples were collected at three time points (baseline, 24 h and 10 days after
application), and sequenced by Oxford Nanopore shotgun metagenomics to identify
taxonomic and functional composition. At 24 h, Shannon's diversity index decreased
from 4.31 £ 0.05 to 4.0 = 0.04 (p<0.01), and community structure showed significant
differences (PERMANOVA, p<0.001). At 10 days, diversity was restored to near
baseline levels, indicating a transient response. The abundance of nitrifying archaea,
such as Candidatus Nitrososphaera evergladensis and Nitrososphaera viennensis,
increased by 120 and 150 normalized readings (p<0.001), respectively, 24h after
treatment. Functions related to amino acid transport and metabolism, as well as
transcription processes, varied significantly (p<0.05), reflecting temporal functional
changes. Canonical correlation (CCA) revealed that microbial composition was
associated with available calcium in plant sap and total soil organic carbon content
(reduction from 2.0% to 1.5% between baseline and 24h; p<0.05). These findings
indicate that biol initially altered the microbial community towards coprotrophic and
nitrifying taxa, promoting specific metabolic functions. The application of biol
generated temporal changes in the diversity, structure and function of the
rhizospheric microbiome of Hass avocado, modulated by nutrient availability and
edaphic conditions, which lays the foundation for more sustainable nutritional

management strategies in Peruvian fruit crops of agroexport importance.

Keywords: biofertilizer, metagenomics sequencing, sustainable agriculture, soil

microbiome, functional genes, Persea americana



I

INTRODUCCION
1.1 Desafios globales y las limitaciones de la agricultura intensiva
1.1.1 Alteraciones causadas por practicas agricolas

La agricultura mundial ha experimentado una verdadera revolucion en los tltimos 60
afios. Sus éxitos se pueden apreciar en la capacidad de alimentar a una poblacion mundial
cada vez mayor. Asi, desde el afio 1960, la poblaciéon mundial se ha incrementado en
alrededor de 2,8 veces, desde los 2,980 millones hasta los 8,200 millones estimados para
finales del 2024, con proyecciones que estiman cerca de 9,7 mil millones para 2050 [1].
Del mismo modo, el suministro diario de calorias per cépita promedio en el mundo ha
aumentado en un 20%, desde 2360 kcal a mediados de los 60’s hasta la actual 2800 kcal.
Pero donde este aumento ha sido mas dramatico es en paises como China que registra un

incremento de 142% desde 1400 kcal en el afio 1963 hasta 3400 kcal en el 2022 [2].

A pesar de estos logros, la agricultura tiene desafios ain mayores. Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, ONUAA, se requiere
aumentar la produccion de alimentos un 70% entre 2005 y 2050 para alcanzar la seguridad
alimentaria mundial [2]. El aumento demografico y el consumo caldrico de la poblacion
mundial han incrementado la presion sobre la cadena de produccion de cultivos
alimentarios, lo que ha dado lugar a una mayor intensificacion de practicas agricolas y al
sometimiento del suelo a distintos tipos de perturbaciones antropogénicas, desde el uso
excesivo de fertilizantes y pesticidas hasta técnicas de laboreo [3]. La necesidad mundial
de alimentar a la creciente demanda ha dado paso no solo a un cambio de uso del suelo
para incrementar las superficies de cultivos, sino particularmente a la tecnificacion de las
labores agricolas tradicionales en una agricultura intensiva que permite aumentar
considerablemente el rendimiento vegetal sin aumentar el area terrestre dedicada a
actividades productivas [4]. Aunque la poblaciéon mundial casi se triplico entre 1950 y
2015, pasando de 2,5 a 7,3 millones de personas, la expansion de la superficie agricola
sobre el suelo global libre de hielo fue minima, aumentando solo del 9,2% al 12,2%,
mientras que la produccion de cereales experimentd un aumento sustancial de casi un
400% entre 1961 y 2016, creciendo de 0,74 Gt a 2,9 Gt durante este periodo [2].

Como parte de la llamada “Revolucion Verde”, se produjo la intensificacion de la
produccion debido principalmente a genotipos vegetales mejorados, fertilizantes y

pesticidas [5]. Los fertilizantes quimicos son de las tecnologias disruptivas mas



importantes que permitieron obtener una mayor produccion por unidad de superficie y
evitar la expansion continua de la superficie de tierras cultivables [2], pero estas medidas
tuvieron como consecuencia la aparicion o intensificacion de procesos degradativos del
suelo. Se conoce que la aplicacion excesiva de fertilizantes quimicos perturba el equilibrio
ecoldgico del suelo al afectar negativamente sobre las propiedades fisicas y quimicas de
este e influir en la disponibilidad de nutrientes, dando lugar a problemas de acidificacion
y dureza, disminuyendo la cantidad de materia orgénica y la fertilidad general del suelo
[5].
La degradacion del suelo agricola se manifiesta en tres dimensiones clave: la fisica, la
quimica y la biolégica. La degradacion fisica implica un deterioro en la estructura del
suelo, como el aumento de la compactacion y los problemas de drenaje, asi como procesos
de lixiviacion/volatilizacion; la degradacion quimica se relaciona con procesos de
acidificacion o alcalinizacion debido a cambios en la concentracion de sales y la
acumulacién de metales pesados u otros contaminantes, y finalmente, la degradacion
bioldgica estd asociada con la pérdida de la materia orgénica del suelo, el aumento de la
erosion de la capa vegetal natural organica y la eutrofizacion de acuiferos por fendmenos
de escorrentia [4].
La intensificacion actual de las practicas agricolas estd provocando una degradacion
insostenible de los suelos, provocando la disminucién en su capacidad a largo plazo para
proporcionar servicios ecosistémicos a los seres humanos, incluida la produccién futura
de alimentos para una poblacion todavia en expansion [5]. Es imperativo que se priorice
la calidad de los suelos y se introduzcan practicas agricolas sostenibles que permitan que
los suelos operen dentro de los limites de los ecosistemas gestionados agricolas para
mantener la productividad de plantas y animales, y mantener o mejorar la calidad del agua
y del aire. Uno de los principales retos de la sostenibilidad agricola es conservar la
prestacion de servicios ecosistémicos al tiempo que se optimiza el rendimiento agricola
[5].

1.1.2. Induccion de condiciones adversas en el suelo por la dependencia de

fertilizantes quimicos

Debido al uso desequilibrado e inadecuado de fertilizantes quimicos, especialmente en lo
que respecta a los nitrogenados y fosfatados, la capacidad de funcionamiento de muchos

suelos productivos se ha visto mermada, como demuestran los indicadores quimicos,



fisicos y bioldgicos [3]. La aplicacion intensiva y prolongada de fertilizantes quimicos,
especialmente los nitrogenados, es una de las principales causas de la lixiviacion de
nitrégeno a través del suelo hacia la roca madre profunda, un proceso que conduce a la
pérdida significativa de nutrientes esenciales para las plantas y a la contaminacion de la
napa fredtica subterranea [3, 18].

Los fertilizantes nitrogenados, cuando son aplicados en exceso, son descompuestos por
los microorganismos del suelo en formas solubles de nitrogeno, como el nitrato(NO3 ) y
el nitrito (NO; ), los cuales, al ser altamente moéviles, percolan hacia las capas mas

profundas y tienen a formar compuestos tdxicos como nitrosaminas [5].

Se estima que los fertilizantes quimicos nitrogenados tienen una eficiencia de uso de
nutrientes (la eficiencia con la que las plantas absorben los nutrientes) por debajo del 30%
[6], debido a su alta solubilidad, lo que provoca pérdidas sustanciales no solo a través de
mecanismos como la lixiviacion hacia aguas subterraneas, sino también a través de
fendbmenos como la volatilizacion a la atmosfera en forma de amoniaco, la reaccion con
otros compuestos organicos en el suelo y la escorrentia superficial [6]. Estos procesos no
solo reducen la eficacia de los fertilizantes, sino que también contribuyen a la
contaminacion de las fuentes de agua y a la liberacion de gases de efecto invernadero, lo
que agrava el cambio climatico y, a su vez, afecta la produccion agricola mediante una
disminucién a largo plazo de los rendimientos de los cultivos y un aumento en la

frecuencia de eventos meteoroldgicos extremos [7].

Una investigacion de Skorupka y Nosal [8] demostré que las practicas agricolas son
responsables del 80-95% de las emisiones totales de amoniaco a la atmdsfera, siendo la
fertilizacion con nitrégeno mineral la responsable del 19-20,3% de las emisiones totales
de amoniaco atribuidas a la agricultura [3]. La volatilizacién del amoniaco se produce
cuando los fertilizantes nitrogenados, como la urea, son convertidos en amoniaco gaseoso
y liberados a la atmdsfera, especialmente bajo condiciones de pH elevado y alta
temperatura. Estas emisiones pueden reaccionar con otros contaminantes, como 6xidos
de nitrégeno y didxido de azufre, formando particulas finas (PM2.5) que afectan la
calidad del aire y a la salud humana [9, 10, 11]. Ademas de las pérdidas por volatilizacion
de amoniaco, la aplicacion de fertilizantes nitrogenados contribuye de manera notable a
las emisiones de 6xido nitroso, un gas de efecto invernadero que es 298 veces mas potente

en términos de potencial de calentamiento en comparacion al diéxido de carbono [2]. Se



le puede atribuir a los suelos agricolas con la responsabilidad del 50% del flujo
antropogénico mundial total de 6xidos nitrosos hacia la atmosfera, y se conoce que existe
una correlacion entre incremento de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados con la tasa

de emision de o6xido nitroso de los campos agricolas [2].

Debido a fendmenos como la erosion, acidificacion, salinizacidon, contaminaciéon y
compactacion, se estima que alrededor de un tercio de los suelos a nivel global presentan
grados moderados o graves de degradacion. En términos agricolas, alrededor de la mitad
de las tierras cultivables presentan deterioro significativo, lo que afecta la capacidad
productiva y conlleva pérdidas globales estimadas en 400,000 millones de d6lares anuales
[12]. Si no se toman medidas para mitigar esta tendencia, se estima que en los préximos
25 afios la degradacion del suelo podria reducir la produccion de alimentos en un 12%,
con un consecuente incremento en el 30% de los costos [12]. La intensificacion de las
practicas agricolas modernas ha acelerado la mineralizacion y la pérdida de las capas de
materia organica de los suelos (horizontes A y B) [13, 14]. Se sabe que una buena capa
de materia orgénica actia como depdsito de carbono y otros nutrientes, mejora la
infiltracion del agua, favorece la capacidad de intercambio i6nico y mantiene una
adecuada agregacion de minerales [5]. No obstante, précticas agricolas como el arado
continuo y el excesivo uso de fertilizantes quimicos han reducido las reservas de carbono
del suelo entre un 30 y 60%, lo que ha provocado la liberacioén de dioxido de carbono, un
gas de efecto invernadero cominmente asociado al cambio climéatico antropogénico [2,
5, 15]. Las estimaciones indican que desde 1860 hasta 2010 se liberaron 50 Gt de CO,

debido a la mineralizacion de carbono del suelo [2].

Ademas, la acidificacion del suelo, principalmente vinculada al uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados, esta agravando la degradacion. Este proceso reduce el pH del
suelo a través de la conversién de amonio en nitrato, incrementa las concentraciones de
metales solubles fitotoxicos como el aluminio e interfiere en la elongacion y el desarrollo
de las raices [13, 14]. El aluminio se une a las paredes celulares y afecta el transporte de
macronutrientes como el calcio y el magnesio, exacerbando las deficiencias nutricionales
adicionales en las plantas [14]. Adicionalmente, a largo plazo, la solubilizaciéon de
aluminio y hierro causada por el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados puede
reaccionar con el fosforo, formando compuestos insolubles y fijando o inmovilizando el

fosforo en el suelo, disminuyendo su biodisponibilidad para las plantas [13, 14]. De esta



manera, se agrava la dependencia de los agricultores hacia los fertilizantes quimicos,
creando un ciclo de retroalimentacion positiva de degradacion del suelo, donde se necesita
afiadir cada vez maés insumos quimicos para mantener los niveles de produccion. Se
estima que el 30% de los suelos superficiales globales son acidos, afectando gravemente
la productividad agricola [2]. En China, el pH de los suelos ha disminuido entre 0,13 y
0,80 unidades desde la década de 1980, mientras que, en Australia, alrededor de 13,3
millones de hectareas dedicadas al cultivo de trigo se ven afectadas por la acidificacion,

lo que provoca pérdidas anuales de 400 millones de dolares [2].

1.1.3. Efectos de los fertilizantes quimicos en la microbiota del suelo

Los fertilizantes quimicos ocasionan perturbaciones sobre la abundancia de la microbiota,
su composicion y viabilidad, generando que algunos microorganismos se vuelvan
funcionalmente redundantes, metabdlicamente activos y resilientes a las condiciones
cambiantes de un entorno mas acido [3]. Hay evidencia creciente de que los procesos
productivos agricolas intensivos reducen significativamente la complejidad de las
cadenas troficas del suelo al disminuir la biomasa de la fauna del suelo y la biodiversidad,

comprometiendo la resiliencia de estos agrosistemas a largo plazo [2].

En el estudio de Zhang et al. (2022), se demostr6 que la aplicacion de fertilizantes
quimicos afectd la diversidad y composicién microbiana del suelo en el ecosistema
agricola arenoso, y que tuvo un impacto mas pronunciado sobre la comunidad bacteriana
del suelo en comparacion con la comunidad fungica [16], reflejando diferentes estrategias
de adaptacion en el agrosistema arenoso. Los fertilizantes quimicos redujeron la
diversidad bacteriana debido a la disminuciéon del pH del suelo, causada por la
nitrificacion del amonio, lo que genera iones de hidrégeno y aumenta la acidez. Esta
acidificacion del suelo afecta directamente la actividad microbiana, limitando el
crecimiento de ciertos taxones bacterianos [16]. Se not6 una disminucion de Firmicutes
y Bacteroidetes con la aplicacion de fertilizantes quimicos, y un enriquecimiento de
Chloroflexi y Gemmatimonadetes, bacterias oligotréficas que descomponen la materia
orgéanica. Los indices de biodiversidad de Shannon y Chao fueron mas bajos para los

tratamientos con fertilizantes quimicos en comparacion con los tratamientos sin



fertilizacion, con los tratamientos de estiércol y aquellos que combinaron estiércol con

fertilizantes quimicos [16].

El estudio realizado por Lian et al. (2022) analizé como la aplicacion prolongada de
estiércol (2,500, 60,000 y 42,000 kg por hectarea por aio) y de fertilizantes inorgénicos
(150, 276 y 300 kg de nitrogeno por hectarea por afio) afectan la estructura y diversidad
de las comunidades bacterianas del suelo en tres tipos de suelos: Phacozem, Cambisol y

Acrisol [17].

Los resultados mostraron que el uso exclusivo de fertilizantes inorganicos o la ausencia
de fertilizacion reducen significativamente la abundancia de bacterias en comparacion
con el uso de estiércol. En suelos tratados con fertilizantes inorganicos, el numero de
copias del gen 16S rRNA fue entre 1 y 4 veces menor en Phaeozem, 9 veces menor en
Cambisol y entre 5.6% y 15.9% menor en Acrisol, en comparacion con los suelos tratados

con estiércol [17].

Respecto a la composicion microbiana, los fertilizantes nitrogenados redujeron
significativamente la presencia de Acidobacteria e incrementaron la abundancia de
Anaerolineae, mientras que los tratamientos con estiércol aumentaron significativamente
la presencia de Erysipelotrichia y disminuyeron Acidobacteria [17].Los autores
correlacionaron la abundancia de Acidobacteria con el pH, destacando que existe una
relacion inversa entre acidez del suelo y la abundancia de acidobacterias. Sugieren que la
adicion de estiéreol a los fertilizantes sintéticos que conlleva al aumento significativo de
Acidobacteria se debe a la mitigacion de la acidez del suelo por parte de la enmienda
organica. En comparacion a suelos solo tratados con fertilizantes quimicos, la aplicacion
de estiércol aumentd significativamente la abundancia de Acidobacteria y

Planctomycetes [17].

1.1.4 Estados fenologicos del palto Hass y requerimientos nutricionales

El Pert1 se ha situado en los tltimos afios como el tercer exportador mundial del palto o

aguacate (Persea americana) de la variedad “Hass”, una fruta de muy alta demanda a

nivel mundial. Seglin la Asociacion de Productores de Palta Hass del Perti (ProHass), se



produjeron en la campafia de julio de 2023 casi 600,000 toneladas de palto de las cuales
el 97% fueron de la variedad Hass [18], valoradas en US $7350 millones en total [19].
Este monto representa un aumento mayor del 24,2% con respecto a las 483,017 toneladas
exportadas en la campafia agricola del 2021 y a un aumento de mas de 30% en

comparacion a la campaiia del 2020 [20].

A noviembre de 2022, en nuestro pais hay 60,091 hectareas de palta Hass sembradas, lo
que significa un aumento del 19% en comparacion a las 50,699 hectareas reportadas en
el afio 2021 [20]. En los ultimos 5 afios se ha practicamente duplicado la extension de
area de palto Hass sembrada (tanto en produccién como en crecimiento), al pasar de
33,964 hectareas en 2018 a 60,132 hectareas a inicios del 2023. Este crecimiento en
extension represento entre el 30 y 40% del crecimiento mundial de palta Hass [3]. Segin
el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI), en lo que va del 2024 el Pert
continta afianzando su posiciéon como el segundo mayor exportador de palta a nivel
mundial hacia los mercados europeos, asiaticos y americano [21].

La relevancia econémica de este cultivo demanda un manejo nutricional preciso para
asegurar una productividad Optima y diluir los efectos de alternancia productiva
(alternancia heterogénea entre afios de alta productividad y afios de baja productividad).
Para alcanzar volimenes rentables en la cosecha del cultivo de la Persea americana, este
manejo debe centrarse en promover un crecimiento vegetativo y radicular adecuado [22].
Los éarboles de la variedad “Hass” tipicamente exhiben una estructura de copa
redondeada, resultado del crecimiento equilibrado entre yemas laterales y terminales [23].
Los brotes vegetativos se distinguen por tener un periodo prolongado de juventud, durante
el cual la absorcion de nutrientes es vital para alcanzar su madurez fisioldgica y sintetizar
carbohidratos y aminoacidos que seran transportados a otros tejidos en las etapas
fenologicas posteriores. El sistema radicular del palto se distingue por ser superficial y
altamente ramificado, condicionado a evolucionar hacia estas caracteristicas por
originarse en suelos con drenaje rapido y una capa orgéanica superficial abundante, lo que
ha llevado a que las raices del palto tengan alta demanda de oxigeno y sensibilidad al

encharcamiento [23, 24].

En los valles de climas subtropicales del hemisferio sur, como el valle de Chincha, el

crecimiento de yemas reproductivas en el palto ocurre entre abril y julio, mientras que la



transicion irreversible de la yema vegetativa a floral en los brotes de palto “Hass” se
observa durante agosto-septiembre. En esta etapa ocurre la induccion floral de las yemas
invernales, y tarda aproximadamente de dos a tres meses [25]. Posteriormente ocurre el
cuajado, que se produce después de completar exitosamente la fertilizacion de las flores
de palto. Lovatt (1990) establece que el éxito del cuajado en palto estd directamente
relacionado con condiciones que permitan la superposicion temporal entre flores
femeninas y masculinas abiertas, una alta actividad de insectos polinizadores, y una
elevada tasa de germinacion del polen y crecimiento del tubo polinico [25]. La
maduracion y desarrollo de la fruta y crecimiento radicular ocurre de agosto a noviembre
y entre febrero y abril, debido a un aumento en la division y expansion celular mientras

el fruto permanece en el arbol [25].

Los planes de fertilizacion para el palto son nitrégeno intensivos, con un rango de 75-300
kg/ha/afio de este elemento para asegurar una buena produccion. Se requiere ademas de
100-300 kg/ha/afio de K,O0 y 0-90 kg/ha/afio de P,05[25]. Debido a los requerimientos
nutricionales intensivos del palto y a los estrictos criterios para el manejo de su
fertilizacion, la adicion de enmiendas organicas como los biofertilizantes asegura un
suministro de nutrientes mas equilibrado y constante para este cultivo. La utilidad de estas
enmiendas organicas no se limita a un simple aporte nutricional, sino que va mas alla al
mejorar la estructura del suelo, aumentando su capacidad de retencion de agua y
aireacion, lo que es crucial dado el sistema radicular relativamente superficial del palto
en comparacion con otros arboles frutales, y a su susceptibilidad a sufrir problemas

radiculares [31].

1.1.5. Interacciones planta-microbioma y su rol en la salud y funcionalidad

del suelo

Estudios recientes han demostrado la importancia de mantener una microbiota del suelo
saludable para garantizar la capacidad productiva de las plantaciones en dicho ambiente.
Las comunidades microbianas del suelo son actores clave que determinan la salud de las
plantas, las caracteristicas biogeoquimicas del suelo e influyen en el rendimiento y en los
rasgos de calidad del cultivo [32, 33, 34]. La microbiota de los suelos agricolas, aunque
presenta una mayor diversidad de especies, tiene una menor abundancia comparada con

las distribuciones taxondémicas de microbiotas encontradas en otros tipos de muestras
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como aguas residuales, suelos forestales o intestinos [35]. Esta caracteristica hace de los
suelos agricolas un ecosistema ecologicamente complejo, con relaciones entre
organismos de diversos tipos que contribuyen a mantener el equilibrio de la comunidad
[36].

En los ecosistemas terrestres agricolas conviven bacterias, hongos y virus. Es
responsabilidad del agricultor mantener este delicado equilibrio para que la buena salud
del suelo genere efectos beneficiosos en el desarrollo de las plantas [37]. Existen varios
mecanismos estudiados mediante los cuales esto puede suceder. Por ejemplo, hay
bacterias en el suelo responsables de la fijacion del nitrégeno atmosférico, otras que
solubilizan el foésforo para hacerlo més biodisponible para las raices de las plantas, y
algunas que absorben y transforman metales pesados como el cadmio para reducir su
disponibilidad y toxicidad [36]. Asimismo, encontramos una gran variedad de hongos
como micorrizas del género Trichoderma, que promueven el crecimiento radicular,
mejoran la absorcion de nutrientes y suprimen el crecimiento de patégenos vegetales

mediante la competencia por recursos y espacio [35].

No se deben ignorar los organismos patdgenos presentes en estas comunidades
microbianas. Existen hongos que reducen los nutrientes en el suelo, generando
competencia con las plantas, y hongos que infectan las plantas cuando estan bajo estrés.
Ademas, hay bacterias que causan enfermedades radiculares y foliares, debilitando la

salud de las plantas y disminuyendo su productividad [35].

La complejidad de la comunidad microbiana del suelo se define por los metabolitos
especificos que las raices de las plantas segregan en sus exudados. Estos exudados varian
segun el estado de salud de la planta, sus necesidades nutricionales y los estreses a los
que esté sometida [38]. Esta secrecion actia como un mecanismo de “llamado” para atraer
a los microorganismos necesarios que satisfacen sus requerimientos y establecen un
equilibrio ecoldgico [39]. Sin embargo, la aplicacién de fertilizantes quimicos puede
perturbar este delicado equilibrio. Aunque los fertilizantes aportan un coctel de nutrientes
externos, también contienen sustancias como nitratos, amoniacos y metales pesados, que
pueden ser perjudiciales para ciertos organismos del suelo. Este impacto negativo en la
microbiota afecta el equilibrio ecologico, lo que, a largo plazo, puede deteriorar la

fertilidad del suelo y la salud general de las plantas [40].
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1.2 Enmiendas organicas y agricultura sostenible

1.2.1 Fuentes de enmiendas organicas

Las enmiendas orgéanicas (EO) se definen como cualquier material organico aplicado al
suelo con el proposito de mejorar el rendimiento agricola a través del desarrollo
optimizado de las plantas [41]. Algunos ejemplos de EO incluyen residuos animales,
biosoélidos, biochar, compost, residuos agricolas, lodo de desagiie, biofertilizantes y

acondicionadores de suelo como polisacaridos [42, 43, 44].

Los diferentes tipos de EO varian principalmente en sus composiciones de materia
orgénica, origenes, composiciones quimicas y en los efectos de su descomposicion en el
suelo [45]. Una vez presentes en el suelo, los microorganismos son los encargados de
descomponer la materia organica y liberar los nutrientes presentes en ella, lo cual es
crucial para los cambios en las comunidades microbianas del suelo [45]. Al aplicar
enmiendas orgéanicas (EO) al suelo, se generan cambios en sus propiedades fisicas,
quimicas y biologicas: (1) reduccion de pérdida de agua y nutrientes con el aumento de
la capacidad de retencion de agua y agregacion del suelo, (2) estimulacion de la actividad
microbiana, favoreciendo en reciclaje de nutrientes, (3) aumento de la biodiversidad con
el aumento de la materia organicas, (4) aumento de la porosidad y la infiltracion de agua
a través de la reduccion de la densidad aparente, lo que mejora la aireacion y estructura 'y
(5) aumento del intercambio i6nico, lo cual amortigua los cambios en la acidez del suelo
[41, 46]. Las enmiendas organicas estimulan el crecimiento de las comunidades
microbianas del suelo y potencian las actividades biologicas, debido a su alto contenido
de carbono organico. La aplicaciéon de estiércol bovino, por ejemplo, aumenta la
disponibilidad de micro y macronutrientes, favoreciendo el crecimiento de determinadas
comunidades microbianas que contienen enzimas hidroliticas para descomponer
compuestos organicos, y el aumento de la actividad enzimatica microbiana, favoreciendo
los indicadores de buena fertilidad [46].

La biomasa microbiana, especialmente la fungica, desempefia un papel crucial en la
estructura del suelo. Entre los hongos més estudiados para la estabilizacion del suelo se
encuentran los micorrizicos, que mejoran la agregacion del suelo a través de su influencia
en las comunidades de plantas, las raices y la produccion de micelio y glomalina [47]. Sin

embargo, el uso de inoculantes microbianos para mejorar directamente las propiedades
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del suelo aun es poco comun. Las bacterias que producen exopolisacaridos (EPS)
presentan un gran potencial para crear un ambiente humedo alrededor de los
microorganismos y retener grandes cantidades de agua, mejorando la agregacion del suelo
y la adherencia de las raices [48, 49]. Por ejemplo, Pseudomonas putida logra colonizar
las raices de girasol, aumentando la agregacion del suelo y el crecimiento de las plantas
al mantener un mayor potencial hidrico alrededor de las raices [50]. Otros estudios han
mostrado resultados similares con Bacillus polymyxa y Pantoea agglomerans, en los
cuales también se observa una mejora en la estructura del suelo de la rizdsfera del trigo

[51, 52].

1.2.2 Biol: definicion y método de obtencion

El biol o digestato es un fertilizante organico liquido que se produce a partir de la
digestion anaerobia de estiércol de animales en un biodigestor [53], proceso mediante el
cual se producen dos subproductos: digestato solido y liquido. Ambos tienen el potencial
de ser utilizados en el campo como biofertilizantes o enmiendas sé6lidas del suelo en el
manejo nutricional de cultivos. Los digestatos liquidos contienen cantidades importantes
de elementos minerales como nitrogeno, fosforo, potasio y otros oligoelementos que
favorecen el desarrollo vegetal, aumentan la cantidad de materia orgénica en el suelo y
mejoran la disponibilidad de otros macronutrientes como el magnesio, el potasio y el
calcio [53]. La fase liquida (biol) se caracteriza por su bajo contenido en materia seca,
alto contenido de N (principalmente en forma de NH, -N ), disponibilidad de P y K [55].
En comparacion al estiércol bovino sin tratar, el biol contiene proporciones mas elevadas
de nutrientes mineralizados disponibles para las plantas. Los digestatos contienen una
concentracion de nitrogeno amoniacal NH)-Ny nitratos NO;-N que estan
inmediatamente disponibles para las plantas; es decir, que son de rapida absorcion por los
tejidos vegetales [56, 57]. Algunos coautores sefialan que el biol podria contener entre
10-70% mas NH, -N en comparacion con el estiércol de vaca [56]. Esto permite que las
plantas metabolicen el nitrogeno de manera mas intensiva inmediatamente después de la
aplicacion del biol o después de la transformacion del NHS-Na NO3;-N [56] en
comparacion con el estiércol.

El estiércol de ganado solido, compuesto por una mezcla de heces, agua de lavado y orina,

es inherentemente biodegradable [55]. Dentro del digestor anaerobio, se dan a cabo una

13



serie de procesos bioquimicos: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, en
las cuales se descomponen los compuestos orgdnicos complejos en moléculas mas
simples, que finalmente se convierten en metano(CH;"). Durante la hidrolisis, las enzimas
hidroliticas del estiércol descomponen moléculas complejas como carbohidratos,
proteinas y lipidos en sus componentes basicos; durante la etapa de fermentacion, los
productos solubles generados en la hidrolisis se fermentan en 4cidos grasos volatiles,
alcoholes y otros compuestos orgéanicos; en la acetogénesis, los productos de la
fermentacion se convierten en acetato mediante oxidacidon anaerdbica y, finalmente,

durante la metanogénesis bacterias metanogenas convierten el acetato en metano [54].

El estiércol de rumiantes, como el bovino, alberga bacterias metanogénicas que
desempefian un papel fundamental en las etapas iniciales de la degradacion, ya que estas
bacterias facilitan la descomposicion de los componentes facilmente degradables,
dejando a la biomasa lignoceluldsica y celulosica sin digerir. Asimismo, el estiércol es
rico en nutrientes, necesarios para la proliferacion de los microbios, y tiene una alta
capacidad de amortiguacion de pH. Ademds de la recuperacion de nutrientes en el
efluente liquido (o biol) que es adecuado como fertilizante organico, producto de la
digestion anaerobia se genera biogés, por lo que se considera uno de los métodos de
gestion de residuos orgdnicos mas sostenibles [54], capaces de mitigar las emisiones de
gases de efecto invernadero asociadas a las técnicas convencionales de eliminacion de
estiércol animal.

Desde el punto de vista de la Ingenieria Ambiental, el biol encaja dentro del modelo de
produccion y consumo de la economia circular, un paradigma que se enfoca en optimizar
y reciclar los recursos de las cadenas de produccion y reducir los residuos generados. Al
reutilizar residuos que normalmente se subutilizan o se desperdician, como la bosta, se
reduce la huella ecoldgica pues se cierra el ciclo de nutrientes. El biol se enmarca en un
enfoque integrado donde se refuerza la sostenibilidad agropecuaria, se promueve la

valorizacion de subproductos organicos y se fomenta la proteccion de agroecosistemas.

1.2.3 Impacto de los biofertilizantes en las propiedades nutricionales

y fisicoquimicas del suelo
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A diferencia de los fertilizantes sintéticos mas utilizados, como la urea y los fosfatos, las
fertilizantes orgéanicos (que incluyen abono de granja, compost de residuos vegetales,
estiércol animal, etc.) y los biofertilizantes (formulaciones liquidas de microorganismos
beneficiosos) no solo aumentan el aporte de nutrientes esenciales y el rendimiento de los
cultivos, sino que desempefian un papel fundamental en la mejora de las propiedades
fisicoquimicas del suelo, como la estructura y grado de porosidad, la retencion de agua,
la capacidad de intercambio catidénico y las reservas de carbono del suelo [58, 59].
También se ha visto que los fertilizantes organicos aumentan la cantidad de N, P y K
disponibles en los suelos, promoviendo la absorcion y utilizaciéon de nutrientes a largo
plazo [59].

Un estudio de Li et al. evalud los efectos de abono organico comercial (0,75, 1,50 y 2,25
kg/m?) sobre parametros fisicoquimicos y nutricionales de tierras recién recuperadas para
su conversion a suelos de cultivo. El estudio demostrd que la aplicacion de fertilizantes
organicos comerciales mejor6 significativamente la salud del suelo: se observd un
incremento del 9,35% al 16,35% en el contenido de humedad, un aumento del H entre
11,56% y 18,72%, y un incremento de la materia orgénica del suelo entre 1,73 y 2,15
veces. Ademas, hubo un aumento significativo en la disponibilidad de fosfato (338,44%-
491,41%), en el nitrogeno total (36,80%-48,14%), y en el nitrégeno de hidrolisis alcalina
(95,32%-128,34%) [60].

En un estudio de Wan et al. [59], se observo que la aplicacion de fertilizantes organicos
en conjunto con fertirriego quimico mejord significativamente las propiedades
fisicoquimicas del suelo, promovid la fotosintesis foliar y, en tltima instancia, incremento
el rendimiento de los huertos de citricos. Este estudio mostrd que las combinaciones de
fertilizantes organicos y quimicos mejoraron la capacidad del suelo para retener nutrientes
y agua, debido a la presencia de sustancias activas en los fertilizantes organicos, como el
acido huimico, aminoéacidos y microorganismos. Estas sustancias ayudaron a formar
agregados del suelo, haciéndolo més suelto y transpirable, y ayudaron a reducir la
lixiviacion de NO3 -N y a mitigar su migracion hacia capas mas profundas del suelo.
Ademas, las mediciones de parametros como SPAD (contenido de clorofila), Pn (tasa de
fotosintesis), Plabs (eficiencia del fotosistema II en la fotosintesis) y Pltotal (eficiencia
fotosintética total) en las plantas tratadas con fertilizantes organicas y bioorganicos fueron

superiores a las de aquellas tratadas solo con fertilizantes quimicos, lo que sugiere que
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estos tratamientos promovieron una mayor absorcion de nutrientes, crecimiento foliar y

actividad enzimatica, mejorando asi la fotosintesis en las plantas [59].

En un estudio realizado durante tres afios en la meseta Loess de China, se evaluaron los
efectos de la integracion de estrategias de fertilizacion quimica con la adicion de estiércol
organico (MO) en el cultivo de maiz. Los resultados indicaron que la aplicacion de MO
mejord notablemente las propiedades del suelo, con una reduccion significativa en la
densidad aparente del suelo y aumentos del 11,9%, 18,7% y 97,8% en los contenidos de
nitrogeno total, materia organica y fosforo disponible, respectivamente, en la capa
superficial del suelo, en comparacién con tratamientos que solo utilizaron fertilizantes
quimicos NPK. Ademas, la eficiencia en el uso del agua en el perfil del suelo mejoro, lo
que favorecio un mejor desarrollo radicular, una mayor area foliar y una mayor biomasa
de los brotes del maiz. En términos de rendimiento, la adiciéon de estiércol organico
también resulto en incrementos adicionales del 8,9% en el rendimiento del cultivo de maiz
y del 5,8% en la eficiencia del uso del agua, lo que demuestra que el estiércol organico
ayuda a optimizar las condiciones del suelo para el crecimiento del maiz y el reciclaje de

nutrientes [61].

Asimismo, en un estudio realizado en el valle bajo del Rio Colorado, Argentina, se
evaluaron los efectos de diferentes dosis de compost de residuos de cebolla y estiércol
bovino, asi como de té de compost, sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo, la
actividad microbiana, y la produccion de cebolla en un suelo arenoso. Los resultados
mostraron que la mayor dosis de compost de cebolla y estiércol bovino (OMCT4)
aplicada generd los efectos mas pronunciados en el pH del suelo, la conductividad
eléctrica y el contenido de nutrientes, mejorando significativamente el peso de los bulbos
y el rendimiento de la cebolla. En comparacion al tratamiento control (29.6 g/kg de
materia organica, 1.65 g/kg de nitrogeno total y 13.3 mg/kg de fosforo extractable), el
tratamiento OMCT4 obtuvo 30.6 g/kg de materia organica, 1.68 g/kg de nitrégeno total
y 18.5 mg/kg de fosforo extractable. Ademads, aunque las actividades enzimaticas del
suelo ya eran elevadas antes de la aplicacion del compost, se observo un impacto positivo
en la produccion agroecologica de cebolla, comparable al de la fertilizacion convencional.

1

Se concluyo que el uso de compost, en dosis de hasta 300 kg N ha™", puede garantizar

altos rendimientos de cebolla y mejorar las propiedades del suelo de manera sostenible,
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ya que la materia organica garantiza una liberacion gradual y controlada de N inorganico

por la mineralizacién de microorganismos [62].

Finalmente, es importante destacar el estudio de Gallart el al. (2022) [63] en el que evalud
el impacto de la aplicacion de un bioestimulante en la adquisicion de nitrogeno por
plantulas de palto (Persea americana). Especificamente, los autores investigaron el efecto
de la combinacion de fertilizantes organicos e inorganicos, en conjunto con la inoculacion
con la bacteria promotora de crecimiento Paraburkholderia, sobre la eficiencia de
absorcion de nitrogeno y las propiedades fisicoquimicas del suelo. Las plantulas de palto
inoculadas y fertilizadas con la combinacién de fertilizantes mostraron una mayor
concentracion de nitrogeno foliar, destacando el papel de esta bacteria promotora del
crecimiento en la eficiencia de la absorcidon nutricional del palto. La inoculacion con
Paraburkholderia aumentd en un 23% la eficiencia de absorcion de nitrégeno en
plantulas fertilizadas con la combinacion de fertilizantes mas la inoculacion, comparado
con el mismo tratamiento sin la bacteria; y en 120% la eficiencia de absorcion de
nitrogeno en comparacion con plantulas fertilizadas solo con urea sin la bacteria [63].
Todos estos estudios destacan la importancia de las bacterias beneficiosas de
biofertilizantes y bioestimulantes para la optimizacion del manejo nutricional de cultivos

clave como el palto.

1.2.4 Impacto de los biofertilizantes en la estructura y diversidad de

las comunidades microbianas en la rizosfera

Numerosos estudios han demostrado una alteracién significativa en la diversidad y
composicion de las comunidades microbianas del suelo en la rizésfera de plantas después
de la aplicacion de biofertilizantes y otras enmiendas orgénicas. Por ejemplo, un estudio
de Chekwube y Oluranti [3] en trigo demostr6é que mayores cantidades de abono organico
(8 toneladas/ha) y menores cantidades de fertilizante nitrogenado (60 kg/ha) favorecieron
la seleccion de Proteobacteria y Actinobacteria, mientras que el tratamiento con la menor

cantidad de compost organico (4 toneladas/ha) aument6 la poblacion de Bacteroidetes.

De igual forma, otro estudio sobre la aplicacién de abono de paja de trigo en plantaciones

de tabaco [37] mostrd que el suelo tratado con 300 kg/mu de paja durante 60 dias tuvo
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como filos Dbacterianos predominantes a Proteobacteria, Actinobacteria y
Verrucomicrobia, mientras que en las muestras de suelo tratadas con 200 kg/mu de paja
durante 30 dias se encontraron predominantemente los filos Cianobacteria,
Basidiomycota y Chlorophyta. Estudios mas especificos sobre las estructuras de las
especies microbianas presentes en la rizosfera [3, 40] evidencian un aumento en la
abundancia relativa de géneros potencialmente benéficos como Rhizobium, Burkholderia,
Bacillus, Streptomyces y Mycobacterium en los tratamientos que recibieron enmiendas

orgéanicas en comparacion con el control.

El estudio de Lian et al. [17] evidencié que la aplicacion prolongada de estiércol, en
combinacion con fertilizantes inorgédnicos, alterd sustancialmente la estructura de las
comunidades bacterianas en el suelo, promoviendo un aumento en la abundancia de
bacterias copiotroficas, como Proteobacteria y Bacteroidetes. La abundancia de
Proteobacteria aumento6 en un 22%, mientras que Bacteroidetes mostrd un incremento del
18%, en comparacion con suelos que recibieron inicamente fertilizantes inorganicos [17].
Este tratamiento también aumento la actividad metabdlica en un 25%, lo que refleja una
mayor capacidad para la descomposicion de la materia organica y la liberacion de
nutrientes. En contraste, los suelos que solo recibieron fertilizantes inorganicos
experimentaron una disminucion del 15% en la diversidad bacteriana total, reduciendo
asi la capacidad del suelo para mantener funciones ecologicas esenciales. Ademas, en
suelos enmendados con estiércol, la abundancia de Acidobacteria y Planctomycetes
aumentd en un 12% y 10%, respectivamente, lo que resalta su papel clave en la
nitrificacion y la descomposicion de compuestos organicos complejos. Estos incrementos
estuvieron acompafiados de una reduccion del 17% en la acidificacion del suelo, lo que
indica que el estiércol no solo proporciona nutrientes, sino que también ayuda a mitigar
los efectos adversos de la fertilizacion inorganica sobre el pH del suelo. Asimismo, la
aplicacion de estiércol aument6 en un 30% la cantidad de carbono orgéanico del suelo,
mejorando la retencion de nutrientes como nitrégeno y fosforo, y favoreciendo un ciclo
de nutrientes mas eficiente [17]. En resumen, la combinacion de estiércol y fertilizantes
inorgénicos no solo promueve una microbiota mas diversa y funcional, sino que optimiza
el ciclo de nutrientes y mejora la productividad agricola a largo plazo, convirtiéndose en

una estrategia sostenible para el manejo de suelos agricolas.
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Asimismo, otro estudio sobre el rendimiento de Panax ginseng con la aplicacion de
suspensiones de bioestimulantes demostré un aumento de las poblaciones de microbios
promotores del crecimiento vegetal y una supresion simultdnea del crecimiento de
fitopatogenos [39]. Otros estudios han demostrado que las enmiendas orgénicas, como el
estiércol, el biofertilizante liquido y los residuos vegetales compostados, inhiben el
crecimiento de poblaciones de Fusarium al promover el crecimiento de poblaciones
biocontroladoras en la rizosfera de la planta, que compiten por nichos ecoldgicos con
especies fitopatdgenas como Fusarium. Por ejemplo, algunos estudios demuestran que la
aplicacion de enmiendas de compost incrementd poblaciones de hongos benéficos,
bacterias y actinomicetos, resultando en la supresion de la poblacion de cepas causantes
de marchitez por Fusarium en espinacas [64]. En otro estudio, se evidencié un aumento
en la abundancia de Gemmatimonas y Sphingomonas tras la aplicacion de fertilizantes
bio-orgéanicos, reduciendo la incidencia de la enfermedad de marchitez por Fusarium en

plantaciones de platanos.

En general, los suelos enmendados con fertilizantes organicos estan dominados por
grupos microbianos asociados a la degradacion de compuestos organicos complejos,
como los que se encuentran en el estiércol y en el compost [3, 65]. Debido a la alta
disponibilidad de sustrato de carbono en los suelos enmendados, se estimula la
proliferacion de grupos bacterianos copiotrofos. La anotacion funcional de los genes de
las secuencias metagendmicas en estudios con enmiendas organicas reveld una rica
presencia de genes relacionados con la produccién de energia y el metabolismo de
aminodcidos, asi como una mayor abundancia de genes con funciones relacionadas con
el ciclo de nutrientes, la degradacion de compuestos organicos complejos y la supresion
de enfermedades, cuando se compara el grupo que contenia abono orgéanico con el grupo

tratado con abono quimico [3, 37].

Segun el estudio de Yang et al., la aplicacion de fertilizantes incorporados con residuos
vegetales mejoro la disponibilidad de nutrientes en el suelo, favoreciendo el crecimiento
del trigo. Especificamente, la aplicacion de paja de trigo resultd en un incremento de los
contenidos de fosforo y potasio disponibles en el suelo, especialmente en los tratamientos
con 400 kg/mu de paja a los 60 dias y 200 kg/mu a los 75 dias [37]. En cuanto a cambios

en la materia organica oxidable del suelo, no se observaron cambios estadisticamente
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significativos durante los primeros 60 dias; no obstante, si se observd un incremento
posterior para los grupos que contenian mayor concentracion de paja de trigo (300 kg/mu

y 400 kg/mu de paja).

La aplicacion de biofertilizantes en el cultivo de paltos ha demostrado ser particularmente
eficaz en la mejora de la salud del suelo y el control de enfermedades. Segin Farooq et
al., la incorporacion de abonos organicos y mantillos basados en silicato en suelos de
cultivos de palto infestados con Phytophthora cinnamomi resultd en una mayor
diversidad y abundancia de comunidades bacterianas en la rizosfera [66]. Estos
tratamientos, ademas de reducir el dafio radicular, promovieron el crecimiento de grupos
bacterianos beneficiosos como Proteobacteria y Actinobacteria, que desempefian roles

cruciales en la promocion del crecimiento vegetal y la supresion de patégenos [66].

1.2.5 Técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y
metagenomica shotgun para evaluar la diversidad taxonomica

y funcional del suelo

Extender el uso de productos bioldgicos que contribuyan a una agricultura sostenible
constituye una de las principales soluciones a los retos mundiales relacionados con la
pérdida de los servicios ecosistémicos agricolas de los suelos y con la degeneracion de la
calidad y cantidad de los recursos naturales para los cultivos. Las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion con enfoque meta-Omico, tales como Oxford
Nanopore Technologies e Illumina Seq, han permitido precisamente la identificacion de
microorganismos beneficiosos para la agricultura y sus funciones metabolicas, superando
los métodos tradicionales microbioldgicos, los cuales no son capaces de cultivar ni

caracterizar entre el 90-99% de los microorganismos del suelo [67, 68, 69].

La técnica de secuenciacion metagenomica shotgun involucra la secuenciacion de todos
los segmentos de ADN presentes en una muestra ambiental compleja [69]. En
comparacion con la técnica de secuenciacion por amplicones 16S RNA, este método evita
el sesgo de la amplificaciéon por PCR y tiene una mayor resolucion y precision para
clasificar los taxones, ya que puede diferenciar las especies o cepas que estdn

estrechamente relacionadas [69]. No obstante, este método es computacionalmente
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intenso, requiere de una compleja preparacion de ADN previo y puede introducir sesgos
de las plataformas de secuenciacion [70]. El surgimiento de las nuevas técnicas de
metagenomica ha hecho posible el analisis de genomas completos de miles de nichos
ecoldgicos que realizan una amplia gama de procesos metabolicos en el suelo, sin
necesidad de cultivar ninglin microorganismo [71]. La técnica de secuenciacion shotgun
permite generar una vasta cantidad de datos genéticos para comprender la estructura de
la comunidad microbiana no s6lo en términos de variedad taxondémica (identidad y
abundancia relativa de taxones) sino también en la composicion genética funcional (genes
de interés y prediccion de rutas metabolicas) [69]. Un elemento clave en el andlisis de
metagenomas es la identificacion de clusters de genes ortdlogos (COGs), que
corresponden a grupos de genes que estan evolutivamente relacionados y conservados en
multiples organismos. En el andlisis metagendmico, la presencia de COGs (y no su
expresion) permite inferir las capacidades funcionales que podrian estar potencialmente
disponibles en la comunidad microbiana. Habitualmente, se emplean bases de datos para
mapear y clasificar los COGs en categorias funcionales estdndar, como el metabolismo
de carbohidratos, la sintesis de aminoacidos, el transporte de iones, la sefalizacion,
transduccion y transcripcion celular. Este enfoque ha demostrado ser una técnica
apropiada para entender las distintas interacciones planta-suelo que ocurren en los

terrenos agricolas.

Con la exploracion de genomas de muestras ambientales, tales como suelos inoculados
con abonos orgénicos, se podrian desarrollar nuevos bioinoculantes y bioestimulantes que
contengan bacterias con genes cuyos productos promuevan el crecimiento de las plantas
y que puedan contribuir a la sostenibilidad agricola [70]. Los resultados de los estudios
metagendémicos, que han identificado taxones beneficiosos importantes, estan
contribuyendo al desarrollo de consorcios microbianos nativos y otras estrategias de
fertilizacion que reduzcan la dependencia de fertilizantes quimicos en el campo.
Asimismo, se puede emplear la metagendmica funcional para la ingenieria de la rizdsfera,
mediante el remodelamiento y la redireccion de las actividades microbianas en la
rizosfera para alcanzar un estado de equilibrio entre la supresion de fitopatdogenos y el

reciclaje adecuado de nutrientes.
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En sintesis, los enfoques metagendomicos para el tamizado de genes a partir de genomas
del suelo son técnicas independientes de los cultivos que proporcionan una suerte de
“huella dactilar” de la estructura de una comunidad microbiana bajo la influencia de
distintos factores ambientales, como el uso de practicas de manejo de la tierra,
fertilizantes, pesticidas y sistemas de labranza [70, 69], lo cual permite comprender las

interacciones microbianas y sus funciones bajo diferentes condiciones.

II. JUSTIFICACION

La aplicacién de enmiendas organicas, como los biofertilizantes, ha mostrado efectos
significativos en la estructura de la comunidad microbiana y en las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Estudios previos sugieren que el aporte de materia organica
influye directamente en el ciclo de carbono y, en consecuencia, en la diversidad y
estructura filogenética de las comunidades microbianas [3, 32, 36, 37, 66]. Sin embargo,
en el contexto peruano persiste la interrogante sobre como estos fertilizantes organicos
impactan la abundancia y diversidad microbiana en la rizésfera del palto, un cultivo de

alta relevancia econémica y demanda de nutrientes.

Dentro de este panorama, el biol, un fertilizante organico liquido derivado principalmente
de residuos animales, ha demostrado potenciar la salud del suelo y el crecimiento de
diversos cultivos. Su aplicacion en palto resulta particularmente interesante por la alta
demanda nutricional de esta especie y su susceptibilidad a enfermedades radiculares. El
uso de biol podria contribuir a optimizar la fertilidad del suelo y reforzar la resistencia de
las plantas frente a patdgenos, constituyéndose en una alternativa que disminuye la
dependencia de fertilizantes quimicos y atenta los efectos ambientales derivados de su
uso €XCesivo.

Ademas, la aplicacion de biol como fertilizante se enmarca en el enfoque de economia
circular, que busca aprovechar y reciclar recursos de forma eficiente para reducir el
impacto ambiental y cerrar los ciclos de nutrientes. En lugar de desechar el estiércol
bovino, se lo transforma en un insumo rico en nutrientes esenciales para la fertilidad

agricola.
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No obstante, sigue siendo esencial determinar cuales microorganismos procedentes del
biol logran sobrevivir e integrarse a la microbiota del suelo y de qué forma se modifican
los perfiles microbianos y fisicoquimicos en distintos momentos tras su aplicacion. Hasta
la fecha, en Perti no se han realizado estudios de campo que empleen metodologias de
metagendémica (incluida la secuenciacion de lecturas largas, como la de Oxford
Nanopore) para investigar estos cambios en la rizosfera del palto. Este vacio de
conocimiento limita el desarrollo de estrategias de manejo mas sostenibles y basadas en

evidencia local.

Por ello, esta investigacion se centra en evaluar los cambios en la estructura y actividad
del microbioma de la rizésfera del palto tras la aplicacion de biol bovino, mediante la
identificacion de los microorganismos que sobreviven y la determinacion de su impacto
en la dindmica microbiana del suelo en dos momentos clave (24 horas y 10 dias después
de la aplicacion). Desde una perspectiva ingenieril, los hallazgos permitiran proponer
planes de manejo de suelo mds sostenibles y productivos, al mismo tiempo que se

minimiza el impacto ambiental.

III. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es el efecto de la aplicacion de biol sobre los perfiles microbianos y fisicoquimicos

de la rizoésfera del palto?

IV. HIPOTESIS

HO: El tratamiento con diferentes volimenes de biofertilizante no inducird cambios
significativos en la diversidad taxonomica, la biomasa microbiana ni en el perfil funcional

de la rizosfera del palto en comparacion con la linea base.

HI: El tratamiento con el volumen mas elevado de biofertilizante inducira una alteracion
significativa en la diversidad taxonémica, la biomasa microbiana y el perfil funcional de
la rizdsfera del palto en comparacion con la linea base. Se anticipa un incremento en la
abundancia de genes implicados en la fijacion de nitrogeno, la produccion de metabolitos

microbianos, la solubilizacion de fosforo y la degradacion de compuestos organicos
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dentro de la rizésfera del palto tras la introduccion del biofertilizante. Ademas, se espera
que la introduccion de microbios exdgenos con el biol y la consecuente activacion de la
microbiota del suelo aumenten la biomasa microbiana y la diversidad en las fases iniciales
después de la aplicacion del biol al suelo (24 horas). Sin embargo, se prevé que la
influencia de los microorganismos introducidos disminuira con el tiempo (a los 10 dias),
debido a la estabilizacion del ecosistema microbiano y la competencia con la microbiota

autdctona.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar los perfiles fisicoquimicos y microbianos de la rizésfera del palto Hass sometida

a diferentes volumenes de biofertilizante liquido de bosta (biol) en condiciones de campo.

5.2. Objetivos Especificos

e Aplicar secuenciacidn metagendmica shotgun para caracterizar la abundancia
relativa de la microbiota rizosférica de paltos antes y después de la aplicacion de
biol, empleando programas de clasificacion taxondémica como Kraken2 y
Bracken2.

e Identificar y cuantificar categorias funcionales asociadas a clusteres genéticos
involucrados en procesos clave de interaccion planta-microorganismo, evaluando
su dindmica temporal en metagenomas.

e Establecer correlaciones estadisticas entre los perfiles metagenomicos obtenidos
y los parametros fisicoquimicos del suelo, los cuales incluyen concentraciones de
iones potasio, calcio, y sodio, nitrégeno total, nitrogeno nitrico, foésforo total,
fosforo disponible, carbono organico oxidable y los metales cadmio y plomo.

e (aracterizar la composicion microbiana y el perfil funcional del biol previo a su
aplicacion sobre los cultivos utilizando la técnica de secuenciacion metagenomica

shotgun.
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Fig. 1: Grafico resumen del protocolo de investigacion para evaluar el efecto de distintos
tratamientos con bioestimulantes en la comunidad microbiana de la rizosfera del palto
mediante metagendmica shotgun
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!

Desclausurar véalvulas y aplicacion de
tratamientos

!

Segundo muestreo y medicién de
nutrientes (a las 24h).
Almacenamiento de muestras a -70C.

!

Tercer muestreo y medicion de
nutrientes (a los 10 dias).
Almacenamiento de muestras a -70C.

____________________________________ .

Experimentacién
en campo

Extraccion de ADN de los suelos con
el kit Zymobiomics DNA Miniprep Kit

No

¢Se tiene una cantidad total >= 1000 ng de
ADN en una concentracion > 10ng/uL?

¢ EI ADN extraido de la muestra tiene un ratio
280/260 entre 1.8-2.0 y 260/230 entre 2.0-2.2?

Si Analisis y
procesamiento
en el laboratorio

Purificacion de ADN con una
columna de beads de silica

¢ Los fragmentos de ADN son de al menos
20kb y tienen buena integridad?

_)( Preparacion de librerias )
No l Si

¢ Los adaptadores estén correctamente ligados’ -

y hay ausencia de dimeros o contaminantes?
| si

Secuenciamiento con Oxford Nanopore
PromethlON Flow Cell R.10.4.1

¢ Los parametros de control de calidad del
secuenciamiento son aceptables? >= 50Gb, Q-
score >= 7, N50 > 1kb, Error rate < 15%, etc.

Procesamiento de secuencias, anotaciones y’
analisis estadistico

l

Visualizacion del andlisis taxonémico y
funcional

25



VI

MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

El estudio realizado presentd un caracter experimental, el cual estd conformado por
componentes explicativos y correlacionales en base a la estructura y objetivos definidos.
El estudio se realizo de manera experimental en parcelas de cultivo en Chincha, Pert, con
el objetivo de evaluar y controlar el efecto de las wvariables independientes
(concentraciones de biol y fertilizantes inorganicos) en las variables dependientes
(variaciones taxondmicas y funcionales del microbioma de la rizésfera asi como cambios
en los parametros fisicoquimicos del suelo) a través de la aplicacion de distintos
tratamientos de manera controlada y aleatorizada. Asimismo, este estudio guardé una
naturaleza explicativa, ya que busc6 formular y comprobar una hipoétesis de tercer grado
por medio del andlisis de las condiciones y mecanismos subyacentes que explicaran las
observaciones realizadas. Busc6 explicar el por qué y como la aplicacion de biol en
conjunto con fertilizantes tradicionales puede afectar la diversidad taxondmica y
funcionalidad del microbioma de la rizosfera de los paltos Hass. Finalmente, nuestro
estudio también busco tener una naturaleza correlacional mediante la evaluacion de los
efectos directos de los distintos tratamientos. Se identificaron correlaciones entre los
perfiles metagendmicos con los pardmetros fisicoquimicos del suelo y las
concentraciones de nutrientes en el peciolo de las hojas. Esto se realizd mediante analisis
estadisticos como el Analisis de Componentes Principales (PCA) y el Andlisis de

Coordenadas Principales (PCoA).

6.2 Area de estudio

El ensayo de campo se llevo a cabo en el lote de paltos Don Julio 1 del Fundo San José
en el distrito de El Carmen, Chincha, Ica (13°31'8.32"S, 76° 4'51.84"W, elevacion 114
m, temperatura media anual 19.8°C) [Fig. 2]. Segtin el tltimo informe de analisis de suelo
(10/06/22) realizado por el laboratorio de quimica agricola Valle Grande, las propiedades
basicas del suelo fueron las siguientes: tipo de suelo arcillo-arenoso (arena 44.12%, limo

34.85%, arcilla 21.03%), clase textural franco, 39.82% de saturacion de agua, 1.32 dS/m
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conductividad eléctrica a 25°C, pH 8.10, fosforo disponible 51.20 ppm, materia organica

1.79%, nitrégeno total 0.10% y potasio disponible 499.40 ppm [Anexo 9A y 9B]

Fig. 2: Mapa de ubicacion de la zona de muestreo
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Se recogieron 200L de biol fresco a base de bosta bovina fermentada dentro de un digestor
anaerobio en una granja lechera situada en El Carmen, Chincha, Ica. La granja cuenta con
3 biodigestores anaerobios que operan en base a procesos fermentativos (hidrdlisis,
acidogénesis y metanogénesis) para convertir la biomasa entrante en biol, el componente
liquido, y el lodo o biosol, el componente solido. Antes del muestreo, las 70 vacas
Holstein recibieron su régimen alimenticio usual que consistid en chala de maiz
fermentada, concentrado de granos de maiz, soya y afrecho, y restos de mandarina, pina
y alcachofa. Los piensos para las vacas se cultivaron en campos propios sin aplicacion de
glifosato. Inmediatamente después de la recogida del biol, este se transportd al campo
experimental y se introdujo en el suelo en un plazo no mayor de 24 horas desde su
produccion. Se almacenaron 100 mL de biol en tubos estériles a -70°C para la extraccion

de ADN y 100 mL a 4°C para el analisis de sus propiedades quimicas.

6.3.1.2 Delimitacion de tratamientos y muestreo de suelo

Se usaron 3 parcelas experimentales de 24 arboles cada una, sumando un total de 72
arboles para los 6 tratamientos. Las parcelas experimentales estuvieron distribuidas de
forma sistematizada, de tal forma que ningun tratamiento se repitié en una misma hilera,
con el fin de reducir fuentes de error o sesgos asociados a las condiciones del terreno [Fig
3]. Los grupos experimentales fueron tratados con distintos volimenes de biol (OL/planta,
0.75L/planta, 3L/planta y 6L/planta) y fertilizantes inorganicos [Tabla 1]. Al grupo
control negativo solo se le aplico el fertirriego inorganico, el cual estuvo compuesto de
una mezcla disuelta de sulfato de amonio, sulfato de magnesio, sulfato de potasio y
suplementos vitaminicos [Anexo 5], mientras que el grupo de control positivo solo recibi6
el régimen actual de biol (3L/planta equivalente a 2000L/ha). El biol se aplicd
uniformemente con regaderas manuales a la capa superficial del suelo, en un radio de 20-
50 cm desde el centro del tronco, y posteriormente se regd por aspersion de 20-30
minutos, lo que equivale a regar 30L de agua por arbol. El grupo de tratamiento 6 consto
de una prueba complementaria con un inoculo de Rhizobium spp. y Pseudomonas spp. de
la marca Simbio, la cual era de interés comercial para el gerente del fundo agricola. No

obstante, este tratamiento no se considera dentro de los objetivos del presente estudio.
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Fig. 3: Diagrama de delimitacion de bloques experimentales

Diagramas de muestreo de suelo de rizésfera

12 arboles/tratamiento

6 tratamientos

3 bloques de 24 arboles (4 arboles por tratamiento por bloque)
Total = 72 arboles

Tabla 1: Tabla de tratamientos que se aplicaron por grupo experimental

Cantidad de agua
Grupo de Nombre de Codi Régimen interdiario | Cantidad equivalente| riego interdiario
Tratamiento tratamiento odigo de NPK de biol (L/ha) (L/planta)
Fertirriego
inorganico 6ptimo FIO Si 0 90
(FIO)
FIO + Biol 100% FIOBL Si 2000 90
3 FIO + Biol 25% FIOBL25 Si 500 90
4 FIO + Biol 200% | FIOBL200 Si 4000 90
FIO + Biol 25% +
microorganismos SMBIO Si 500 90
Simbio
6 Solo biol 100% BL No 2000 90
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Se eligieron arboles de palto Hass de 10 afios con el mismo estado de salud y etapa
fenologica (crecimiento y maduracion del fruto). Se tomaron muestras de las 72 plantas
(12 muestras % 6 tratamientos) divididas en los 3 bloques experimentales. La rizésfera de
las muestras de suelo se recogié mediante calicatas de 10-20 cm de profundidad y 35-40
cm del centro del tronco, raspando la tierra adherida a la raiz del palto para que caiga en
la bolsa Ziploc estéril [Fig 4.]. Por arbol se obtuvieron 3 submuestras en una sola muestra
compuesta, cada submuestra proveniente de una calicata en un punto cardinal distinto
alrededor del tronco. Las muestras de suelo recogidas en las bolsas de poliestireno
estériles se colocaron en cajas frigorificas con gel packs y se trasladaron al laboratorio a
4°C. Una vez en el laboratorio, los suelos se tamizaron con una malla de 2mm para
eliminar raices visibles, piedras y otros residuos. En un area estéril, se mezclaron las 12
muestras de cada tratamiento para formar una sola muestra compuesta uniforme por
tratamiento, con lo que se obtuvieron sélo 6 muestras compuestas [Fig. 5]. Un codigo de
barras representa el conjunto de 12 arboles que recibieron el mismo tratamiento de biol
en un tiempo determinado y que se agruparon bajo una misma muestra compuesta para la
secuenciacion metagenomica. Una parte se almacend en nuevas bolsas estériles o tubos
Falcon estériles de S50mL a 4°C para los andlisis de las propiedades fisicoquimicas
mientras que la otra parte se almacen6 a -70°C hasta la extraccion de ADN y el andlisis
metagenomico. Se repitio este procedimiento para el muestreo de la rizésfera en 3 tiempos

distintos [Tabla 2].

Fig. 4: Diagrama de muestreo del suelo de la rizosfera del palto
Diagramas de muestreo de suelo de rizosfera

Vista aérea Vista frontal

3 calicatas/ arbol

|...|

1 muestra compuesta/arbol

I 10-20cm
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Fig. 5: Diagrama de la toma de muestras para el secuenciamiento metagendémico
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Tabla 2: Tabla de puntos temporales de muestreo

Numero Objetivo Descripcion
de
muestreo
1 Obtencion de la linea base Se clausuraron los aspersores de riego y

solo se regd manualmente con agua
durante 10 dias antes del muestreo de la
linea base

Inicio tratamientos de fertilizacion
inorganica

Durante los siguientes 7 dias se abrieron
las valvulas de los tratamientos
correspondientes para empezar el riego
de fertilizantes inorganicos tres veces a la
semana.

corto plazo en la comunidad
microbiana de la rizésfera

2 Obtencion de los cambios 24h posterior a la aplicacion de biol en
inmediatos en la comunidad | sus distintos volimenes
microbiana de la rizésfera

3 Obtencion de los cambios a | 10 dias posterior a la aplicacion de biol

en sus distintos volimenes

El tiempo experimental necesario para realizar las recolecciones de muestras fue de 28

dias [Fig 6.]. Inicialmente se realizd la clausura de las valvulas de aguas durante 10 dias

para garantizar un mismo punto de partida de todos los arboles, aplicando un riego manual

a 72 éarboles sin la aplicacion de ningun fertilizante, organico ni inorgénico. En el dia 10

se realiz6 el primer muestreo y seguidamente las valvulas de los tratamientos requeridos

se abrieron para reanudar su riego cada 3 dias con fertilizantes inorganicos. 7 dias después

de aperturada nuevamente la valvula, se realizé la aplicacion del biol para los tratamientos

correspondientes y 24 horas después se realizé el segundo muestreo. Finalmente, diez

dias después se realiz6 el tercer y ultimo muestreo. El periodo de experimentacion cubrid

el estado fenoldgico de la fase de fructificacion de la variedad de palto Hass.
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Fig. 6: Puntos temporales de toma de muestras de suelo
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6.3.2 Medicion de nutrientes en el suelo y la savia del peciolo y estimacion de las

propiedades quimicas

Se determind el pH de las muestras de suelo en una proporcién suelo/agua de 1:1
utilizando un medidor de pH (Intellical PHC10105, HACH, EE.UU) y un medidor
multiparametro portatil (HQ2200, HACH, EE.UU) previamente calibrado con un kit de
soluciones buffer pH 4,01, 7,00 y 10,01 (HACH, EE.UU). La conductividad de las
muestras de suelo se determind con un sensor de conductividad (Intellical CDC10105,
HACH, EE.UU). Para la medicion de calcio intercambiable en suelos (Ca?*), sodio
intercambiable (Na™), potasio disponible (K*) e iones nitrato NO3 se utilizaron los
medidores LaquaTWIN Horiba (Sodium lon Meter LAQUATwin Na-11, Potassium Ion
Meter LAQUATwin K-11, Nitrate lon Meter LAQUATwin NO3-11 y Compact Calcium
Ion Meter LAQUATwin Ca-11). Para ello, se secaron las muestras de suelo compuestas
durante una semana (o por 24h a 40°C en una estufa) y se tamizaron con una malla de
2mm. Luego, se colocod 1 g de muestra de suelo en un vaso de vidrio de 100 ml y se
afiadieron 20 mL de CH3;COONH,1mol/L al vaso de precipitado. Se agit6 el vaso
(amplitud 40m/min, velocidad 250 rpm) durante 1 hora para extraer nutrientes del suelo
usando un agitador de laboratorio, y el liquido se filtr6 a través de papel de filtro JIS No.6.

Por ultimo, se calibraron los sensores LAQUAtwin con soluciones estandar que
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contengan la misma concentracion de CH;COONH, como en las muestras filtradas, se
coloc6 una pequefia muestra de la solucion filtrada sobre las dos membranas del sensor y
se midieron los iones disponibles [Fig. 7]. El contenido de nitrégeno total (TN) en las
muestras de suelo se analiz6 por el método Kjeldahl, mientras que el contenido de carbono
organico total (TOC) se analiz6é siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000 AS-07 item 7.1.7, la cual establece el método de Walkley y Black para
la determinacién de materia organica del suelo. Para la medicion de los nutrientes
disponibles en la savia vegetal (Ca?*, Nat, K* y NO3) se emplearon los medidores
LaquaTWIN Horiba anteriormente especificados. Se recogieron los peciolos de 5 hojas
recientemente maduras por arbol (60 hojas/ tratamiento). Posteriormente, los 60 peciolos
del mismo tratamiento se mezclaron y se cortaron con una tijera limpia, y los trozos se
trituraron en un extractor de alimentos estéril. La savia de los peciolos se exprimid
utilizando una prensa de ajo o prensa hidraulica de savia sobre un vaso de precipitado
limpio. Antes de la medicion de las muestras, se calibraron los sensores usando las dos
soluciones estandar que vienen incluidas en los kits. Se tom6 una muestra minima de
0,3mL de muestra con una micropipeta limpia sobre ambas areas del sensor y se midio la

savia fresca a los 1-2 minutos después del prensado.

Fig. 7: Protocolo para la medicion de los parametros quimicos en muestras de suelo
con los medidores LaquaTWIN Horiba
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6.3.3 Extraccion del ADN del suelo y del biofertilizante

Se extrajo el ADN a partir de 0,25 g de cada muestra compuesta de suelo y réplica de biol
utilizando el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las concentraciones iniciales de ADN se
determinaron utilizando el NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.) y el Qubit® dsDNA HS Assay Kit de Life Technologies. La calidad y cantidad
de ADN extraido se estimd con el bioanalizador 4150 TapeStation System (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) mediante electroforesis automatizada. Las

muestras de ADN extraidas se almacenaron a -20°C para su posterior secuenciacion.

6.3.4 Purificacion y secuenciacion metagenomica shotgun de ADN

Para la preparacion de las librerias genéticas se utilizd el Ligation Sequencing gDNA -
Native barcoding kit 24 V14 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK) empleando
un total de 600 ng de ADN extraido en un volumen total de 11L por muestra con el
protocolo estandar. Para la purificacion del ADN, previo a la ligacion de los codigos de
barras moleculares, se utiliz6 el protocolo de los AMPure XP Beads. Posteriormente, se
hizo la ligacion de los codigos de barras y de los adaptadores nativos. Se usaron 50ng de
ADN para la preparacion de las librerias y se cuantificé su concentracion total de ADN
con la ayuda del Qubit dsDNA HS Assay Kit de Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Asimismo, se determinaron los tamafios promedios de
las librerias con el 4150 TapeStation System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EE.UU.). Por ultimo, se hizo el cebado y carga de la celda de flujo R10.4.1 FLO-
PRO114M en el equipo PromethION (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK).
Esta secuenciacion se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular y Bioinformatica

(UPCH-LID, Lima, Pert).

6.3.5 Procesamiento y anotacion de secuencias metagenomicas

Los datos brutos de Nanopore en PODS5 fueron procesados con Dorado v0.7.3, utilizando

el modelo "Super-accurate" (dna r10.4.1 e8.2 400bps_sup@yv5.0.0). Utilizamos

Dorado y Fitlong v0.2.1 para recortar las secuencias adaptadoras, filtrar las lecturas de
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baja calidad (Q < 10) y excluir las secuencias cortas (< 200 bp). Se utiliz6 este modelo de
basecalling para obtener una mayor exactitud en las bases secuenciadas, logrando una

media de calidad de lecturas superior a Q15.

Los datos de secuenciacion se procesaron para filtrar las secuencias gendmicas humanas,
conservando las lecturas no humanas para el andlisis posterior. El siguiente proceso
bioinformatico se implementd con Nextflow (CITAR) para garantizar la reproducibilidad
y la escalabilidad. Las lecturas de secuenciacion sin procesar en formato FASTQ se
alinearon con el genoma humano T2T-CHMI13 (ensamblaje GCA 009914755.4 de
GenBank) utilizando Minimap2 version 2.28 (CITAR). Minimap2 est4 optimizado para
datos de secuenciacion de lectura larga, y se utiliz6 el preajuste «map-onty» para acomodar
las lecturas de Oxford Nanopore Technologies (ONT). El archivo BAM resultante se
ordend por nombre de lectura utilizando «Samtools sort» para facilitar los pasos de
procesamiento posteriores (CITAR SAMTOOLS). Las estadisticas de alineacion se
generaron utilizando «Samtools flagstat» para proporcionar una vision general de los
resultados del mapeo, incluyendo el total de lecturas, lecturas mapeadas y lecturas no
mapeadas. Para aislar las lecturas que no se alineaban con el genoma humano, se utilizo
«Samtools view» con la opcion -f 4, que filtra las lecturas no mapeadas. Se generaron
estadisticas de las lecturas no mapeadas para evaluar el nimero de lecturas no humanas
extraidas. El archivo BAM no mapeado que contenia las lecturas no humanas se convirtié
de nuevo al formato FASTQ utilizando «Samtools fastq» para compatibilizarlo con las

aplicaciones posteriores.

La calidad de las lecturas fue verificada utilizando NanoPlot v1.43.0, herramienta que
proporciona visualizaciones detalladas sobre la distribucion de la longitud de los lecturas,
la calidad de las bases y otros parametros relevantes, confirmando que los lecturas

cumplian con los estandares requeridos para el posterior ensamblaje.

El ensamblaje de las lecturas en contigs se realizd6 con MetaFlye v2.9.5, y se empled
Medaka v1.7.3 para llevar a cabo un pulido de los contigs con el fin de mejorar la calidad
de los ensambles obtenidos. La verificacion del ensamblaje se efectué mediante
Minimap2 v2.24, que mapea las lecturas originales contra los contigs ensamblados para

evaluar la cobertura y la calidad del ensamblaje.
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La asignacion taxondmica de las lecturas se realizé con Kraken2/Bracken v2.1.2 con la
base de datos PlusPF, actualizada el 5 de junio de 2024, la cual se basa en RefSeq y
contiene secuencias de referencia correspondientes a arqueas, bacterias, virus, plasmidos,
el genoma humano, protozoos y hongos.

Los contigs ensamblados y pulidos fueron sometidos a anotacion gendmica utilizando
Bakta (v1.5.0), un programa bioinformatico especializado en la anotacién automatica de
genomas bacterianos y arqueales. Bakta identificd genes codificantes de proteinas, ARN
ribosomales (rRNA), ARN de transferencia (tRNA) y otros elementos gendémicos
esenciales. Se empled EggNOG-mapper v2 para realizar la anotacion funcional de genes
basandose en ortologia, lo cual permiti6 clasificar los genes en clusters de ortélogos
(COGs), al asignar cada gen a una o varias categorias funcionales estandar (ej. “Energia
y conversion de compuestos”, “Metabolismo de aminodcidos”, “Senalizacién
transduccion”, etc.). Cabe recalcar que para este estudio solo se detectd la presencia de
COGs en el metagenoma, sin inferir su nivel de expresion o regulacion, lo que no implica
un uso activo del gen sino la capacidad potencial de la comunidad microbiana para
realizar dichas funciones. Finalmente, para agrupar los contigs en bines basados en la
abundancia y composicion de las secuencias se utiliz6 MaxBin2 v2.2.7, MetaBAT2 v2.15

y CONCOCT v1.0.0. Finalmente, se emple6 CheckM2 para evaluar la calidad de los bines

en términos de completitud y contaminacion.

6.3.6 Analisis de la informacion

6.3.6.1 Operacionalizacion de variables

Tabla 3: Tabla de operacionalizacion de variables

Variable | Tipode | Definicion | Definicion Indicadores | Tipoy Rango
variable | conceptual | operacional escala
Volumen | Independ | Cantidad de | Aplicaciéon de | Volumende | Cuantitativa, | OL/planta
de iente biol diferentes biol aplicado | discreta 0,75L/planta
biofertiliza aplicadoa | volimenes de | por planta 3L/planta
nte (biol) cada planta | biol en el (L/planta) 6L/planta
[55] suelo de la
rizosfera del
palto
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Aplicacion | Independ | Aplicacion | Dosis de -Si Categorica, | No aplica
de indculo | iente del bioestimulant | -No nominal
del bioestimula | e aplicado a la
bioestimul nte Simbio | planta
ante RizoPRO (4,85mL/plant
Simbio [56] a)
RizoPRO
Tiempo de | Independ | Periodos de | Evaluacion en | Registro Categorica, | Linea base
muestreo | iente tiempo en tres temporal de ordinal 24h después
los que se momentos los distintos 10 dias
muestred el | especificos: momentos de después
suelo [57] linea base, 24 | muestreo de
horas después | suelo
de la
aplicacion de
biol y 10 dias
después de la
aplicacion.
Parametro | Dependie | Mediciones | Evaluacion de | pH, Cuantitativa, | Rango de
s nte de los pH, conductividad | continua valores
fisicoquim parametros | conductividad | eléctrica, medidos
icos del fisicoquimi | eléctrica, concentracion
suelo cos del contenido de | de nutrientes
suelo nutrientes (Ca?*, Na™,
afectados (Ca?*,Na*, | K+ ,NO3),
por la K*,NO37), nitrogeno
aplicacion | nitrégeno total, carbono
de biol [58] | total, carbono | organico total
organico
total, y otros
elementos
quimicos
antes y
después de la
aplicacion de
biol
Cambios Dependie | Alteracion | Evaluacion de | Abundancia Cuantitativa, | Rango de
taxonomic | nte en la la abundancia | relativa de continua abundancia
os del composicio | relativadela | génerosy relativa
microbiom ny microbiota especies
a abundancia | rizosférica de | microbianas
de especies | paltos antes y
microbiana | después de la
sen el aplicacion de
suelo [59] biofertilizante
s utilizando
secuenciacion
metagenomic
a shotgun.
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Cambios Dependie | Alteracion | Andlisis de Abundancia Cuantitativa, | Rango de
funcionale | nte en la genes clave de genes continua abundancia
s del actividad y | implicados en | funcionales de genes
microbiom funciones procesos
a metabolicas | criticos para
de las la interaccion
especies planta-
microbiana | microorganis
senel mo (e.g.,
suelo. [59] | fijacion de
nitréogeno,
solubilizacion
de fosforo,
resistencia a
enfermedades
vegetales)
antes y
después de la
aplicacion de
biofertilizante
s

6.3.6.2 Analisis Estadistico

En la a-diversidad se evaluaron las curvas de rarefaccion y los indices de Simpson y
Shannon. Para el andlisis estadistico de la a-diversidad se utiliz6 el test de Kruskal-Wallis
empleando el paquete stats de R, mientras que la B-diversidad se determiné utilizando
PERMANOVA con 999 permutaciones para comprobar si existen diferencias
significativas en las comunidades bacterianas y fingicas, considerando una diferencia
estadisticamente significativa con valores p < 0.05. La B-diversidad se visualizé mediante
un NMDS (Escalamiento Multidimensional No Métrico) utilizando la métrica de

distancia de Bray-Curtis, empleando el paquete vegan de R.

Se coensamblaron los cddigos de barras de los grupos tratados con biol y los no tratados
tras verificar la robustez de las agrupaciones con el andlisis PCoA, de la siguiente manera:
muestras de linea base (codigos de barras 1-6), muestras luego de 24h de aplicar biol
(codigos de barras 8, 9, 10 y 12) y muestras luego de 10 dias de aplicar biol (codigos de
barras 15, 16, 17 y 19). Para identificar las diferencias significativas en la abundancia
relativa de especies microbianas especificas de interés agronomico entre ambos grupos,
se empled la prueba estadistica LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size). Esta

metodologia permite detectar y cuantificar las variaciones relativas en la microbiota que

39



son estadisticamente significativas entre los grupos. LEfSe no solo permitio discernir las
especies microbianas cuya presencia o abundancia se ve significativamente afectada por
la aplicacion de biol, sino también evaluar las diferencias relativas en la abundancia de

genes de importancia agricola.

El analisis de abundancia diferencial fue realizado con DESeq2 (v1.45.3) en R (v4.2.0).
Los datos de conteo crudo de especies fueron filtrados para excluir aquellas cuya suma
total de abundancia fue menor a 400 en todas las muestras, lo cual permitié enfocarse en
aquellas especies con mayor representacion en la base de datos. Los datos fueron
normalizados utilizando los factores de tamafio de DESeq2 para corregir las diferencias
en las profundidades de secuenciacion entre las muestras. Un modelo lineal generalizado
de binomial negativa fue ajustado con la férmula de disefio - Tratamiento, comparando
muestras tratadas con biofertilizante frente a los controles sin tratamiento. Los cambios
en la abundancia se ajustaron mediante el método «apeglm» para obtener estimaciones
mas precisas del tamafio del efecto. La significancia estadistica se evalué mediante
pruebas de Wald, con un umbral de alpha = 0.05 para el valor ajustado de p y un cambio
de log: absoluto mayor a 1 para considerar las especies diferencialmente abundantes. Los
valores de p fueron ajustados mediante el procedimiento de Benjamini-Hochberg. Las
especies que cumplieron estos criterios se clasificaron como diferencialmente abundantes

entre los grupos de tratamiento.

Adicionalmente, se realizo un analisis de correspondencia candnica (CCA) para evaluar
la relacion entre la estructura de la comunidad microbiana y las 19 variables ambientales
del suelo (nitrégeno total, nitrogeno nitrico, fosforo total, fosforo disponible, carbono
organico total, plomo, cadmio, pH del suelo y savia vegetal, conductividad eléctrica del
suelo y savia vegetal, entre otros). Este andlisis se llevd a cabo en R utilizando los
paquetes vegan y readr. Se empled la funcioén ordistep para realizar una seleccion por
pasos tanto hacia adelante como hacia atrds, iniciando con un modelo nulo
(cca(abundances ~ 1, data = environmental)) y un modelo completo (cca(abundances ~ .,
data = environmental)). La seleccion stepwise se realizd con un umbral de entrada (Pin)
de 0.05 y de salida (Pout) de 0.1, utilizando 999 permutaciones para validar la

significancia de las variables seleccionadas. El modelo final seleccionado fue resumido y
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evaluado mediante pruebas de ANOVA para determinar la significancia de las variables

ambientales en la estructuracion de las comunidades microbianas.

VII. RESULTADOS

7.1 Riqueza de especies

Fig 8: Riqueza de especies en distintos tratamientos (BL = biol, FIO = fertirriego
inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%, FIOBL200 =
fertirriego inorgénico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorgénico + biol 25%,
SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio) a lo largo de
tres puntos temporales (Linea base en azul, 24 horas después de aplicar biol en verde
y 10 dias después en rojo).
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7.2 Indices alfa — diversidad de Shannon y Simpson

Fig 9: Indice de diversidad de Shannon en distintos tratamientos (BL = biol, FIO =
fertirriego inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorgénico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorgéanico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio) a lo
largo de tres puntos temporales (Linea base en azul, 24 horas después de aplicar biol
en rojo y 10 dias después en verde).
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Fig 10: indice de diversidad de Simpson en distintos tratamientos (BL = biol, FIO =
fertirriego inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorgénico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorgéanico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio) a lo
largo de tres puntos temporales (Linea base en azul, 24 horas después de aplicar biol
en rojo y 10 dias después en verde).
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La figura del Anexo 1 muestra las curvas de rarefaccion para todos los tratamientos y
grupos de muestras, en los que se evidencia que todos los grupos alcanzan un alto valor
esperado de nlimero de especies con un numero de lecturas a partir de aproximadamente

2,5 X 105, valor a partir del cual se observa una meseta.

La Figura 8, muestra la riqueza de especies de cada uno de los grupos de tratamiento en
los distintos puntos temporales. Es decir, el calculo absoluto del total de especies
detectadas en cada uno de los tratamientos, sin considerar la abundancia de estos mismos.
Se puede observar que todos los tratamientos, independientemente de su punto temporal,
ronda una riqueza de especies de aproximadamente 7500, no se observan cambios

drésticos aparentes.
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En la Figura 9, el indice de diversidad de Shannon para el grupo Linea base permanece
constante alrededor de 4.3 en todos los tratamientos. Las muestras recolectadas a las 24
horas después de la aplicacion de biol muestran una disminucion en el indice de Shannon,
alcanzando un valor minimo de 4,0 en el tratamiento FIO. A los 10 dias después de la
aplicacion de biol, el indice de Shannon aumenta, aproximéandose a los valores de Linea
base, con un rango entre 4,2 y 4,3 en todos los tratamientos. Se observa que 24 horas
después de aplicar biol, los tratamientos BL (biol al 100%), FIOBL (fertirriego inorganico
+ biol 100%), FIOBL200 (fertirriego inorganico + biol 200%), son los de menor indice

de Shannon, en particular el tratamiento de FIOBL.

En la Figura 10, el indice de diversidad de Simpson para el grupo Linea base se mantiene
cercano a 1,0. A las 24 horas post-tratamiento, se observa una disminucion notable en el
indice de Simpson en los tratamientos BL y FIOBL, con valores entre 0,95 y 0,96. A los
10 dias, el indice de Simpson muestra una recuperacion, situdndose nuevamente en

valores cercanos a los observados en el grupo Linea base para todos los tratamientos.
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7.3 Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS)

Fig 11: Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) que muestra la
agrupacion taxonomica bacteriana de los microbios de la rizésfera del suelo en 3
puntos temporales. NB = no biol o linea base, B24h = 24h luego de aplicar biol, B10d
= 10 dias luego de aplicar biol (n=6). El analisis se baso en la matriz de disimilitud de
Bray-Curtis utilizando datos de abundancia relativa obtenidos a partir de una
transformacion del numero de lecturas de microbios.
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Tabla 5: Resultados de PERMANOVA globales para el NMDS

Grados de Suma de Promedio
libertad cuadrados cuadrado Modelo F R2 Pr(>F)
Tratamiento 2 0,029061 0,014530 2,953676 0,282549 0,001
Residuales 15 0,073791 0,004919 NA 0,717451 NA
Total 17 0,102852 NA NA 1,000000 NA

Tabla 6: Resultados de PERMANOVA por comparacion por pares para el NMDS (Linea
base vs 24h. Linea base vs 10d. 24h vs 10d)

Linea base vs 24h
Grados de Suma de Promedio
libertad cuadrados cuadrado Modelo F R2 Pr(>F)
Tratamiento 1 0,0226663 0,022666302 4,326355 0,282821 0,001
Residuales 11 0,05763034 | 0,005239122 NA 0,717179 NA
Total 12 0,08029664 NA NA 1,000000 NA
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Linea base vs 10d
Grados de Suma de Promedio
libertad cuadrados cuadrado Modelo F R2 Pr(>F)
Tratamiento 1 0,006798394 | 0,006798394 1,424168 0,1146289 0,058
Residuales 11 0,05250948 | 0,004773589 NA 0,8853711 NA
Total 12 0,059307874 NA NA 1,000000 NA
24h vs 10d
Grados de Suma de Promedio
libertad cuadrados cuadrado Modelo F R2 Pr(>F)
Tratamiento 1 0,0140052 0,014005203 2,992351 0,2722212 0,008
Residuales 8 0,03744268 | 0,004680335 NA 0,7277788 NA
Total 9 0,05144788 NA NA 1,000000 NA

La Figura 11 muestra el analisis NMDS basado en distancias de Bray-Curtis para la
abundancia de especies, el cual obtuvo un valor de estrés de 0,0998 y un ajuste R? de 0,99,

indicando una representacion confiable en dos dimensiones.

En el anélisis de ordenacidon no métrica por escalamiento multidimensional (NMDS), los
ejes no son coordenadas fisicas, sino que representan dimensiones abstractas que
conservan las distancias de Bray-Curtis entre las muestras. El desplazamiento de un punto
de muestreo hacia valores positivos o negativos a lo largo del eje NMDS1 indica que dos
comunidades difieren progresivamente en el principal gradiente de disimilitud capturado
por el algoritmo: los puntos muestrales mas proximos comparten perfiles taxondmicos
muy similares, mientras que aquellos puntos situados en extremos opuestos son los mas
disimiles entre si. La orientacion absoluta del eje es arbitraria; en otras palabras, invertir
el grafico en 180 grados no alteraria la interpretacion ecoldgica. Por lo tanto, los lados
“izquierda” y “derecha” deben entenderse Unicamente como polos relativos de este

gradiente.

Se observa una mayor dispersion hacia la derecha en las muestras tomadas a las 24 horas
después de aplicar biol (B24h, en rojo), mientras que las muestras de 10 dias después de
la aplicacion de biol (B10d, en verde) y las de la linea base (NB, en azul) tienden a

agruparse hacia el lado izquierdo del grafico.

Para evaluar diferencias estadisticas entre grupos, se utilizd un analisis de varianza

multivariado permutacional (PERMANOVA) mediante la funcién adonis del paquete
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vegan en R. Los resultados globales explicaron el 28,25% de la variabilidad total con
valores de F =2,95, p=0,001, R>=0,2825 [Tabla 5]. Los resultados d¢ PERMANOVA
por comparacion por pares para el NMDS revelaron que tanto las comparaciones de Linea
base vs 24h y 24h vs 10d mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,001
y p=0,008, respectivamente), mientras que Linea base vs 10d no presentd diferencias

significativas (p=0,058, >0,05) [Tabla 6].

7.4 Abundancias relativas de especies

Fig 12: Grafico de barras de abundancias relativas de las top 15 especies (bacterias,
hongos, arqueas) en la rizosfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO =
fertirriego inorgdnico sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorganico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6).
Las abundancias relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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La Figura 12 muestra la diferencia en abundancia relativa de las 15 especies mas
abundantes entre los distintos tratamientos. Se puede observar que, en todos los grupos
de codigos de barras correspondientes al analisis metagendémico de la rizosfera, la bacteria
mas abundante con respecto al resto es Escherichia coli, con un porcentaje variado en un
rango de entre 15-30%. La abundancia relativa de la E. coli se ve particularmente
pronunciada en el grupo temporal de 24h después de aplicar biol. En el grupo de 24h
después de aplicar biol, se ve una diferencia notoria entre los tratamientos FIO (fertirriego
inorganico sin biol) y BL (biol sin fertilizantes inorganicos): la contribucion relativa en
la abundancia de especies como Romboutsia sp. y Sphaerochaeta sp. es mayor en el grupo
de FIO, mientras la contribucion relativa de E. coli es menor. Se observa una mayor

dominancia de especies especificas en el grupo de biol puro fresco en comparacion con
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la muestra de biol tras 10 dias de almacenamiento. El género Pseudomona domina la
muestra de biol fresco (con especies como Pseudomonas wenzhouensis, Pseudomonas sp.
J452, Pseudomonas guangdongensis). Particularmente, P.guangdongensis muestra una
abundancia relativa de casi el 50% en la muestra de biol fresco. Por otro lado, especies
como Sphaerochaeta sp., Methanoregula p., Trichococcus flocculiformis'y Thiocapsa sp.

tienen menor abundancia relativa en comparacion a la muestra de biol después de 10 dias.

Fig 13: Mapa de calor que muestra las principales especies microbianas con una
abundancia relativa media > 0,05% en todas las muestras. Cambios en las especies
microbianas en la rizésfera de palto por grupo de tratamiento: BL = biol, FIO =
fertirriego inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorgénico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL2S5 = fertirriego inorganico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6).
El eje x se divide en los 3 puntos temporales: Linea base (linea base), 24h (24 horas
luego de aplicar biol) y 10d (10 dias después de aplicar biol).
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En especifico, las especies Thiocapsa sp. y Thiocapsa bogorovii tienen una abundancia
relativa de casi el 20% en la muestra de biol almacenada por 10 dias y de menos del 9%
en biol fresco. Esta tendencia también se refleja con las especies Methanothrix sp. y
Methanothrix soehngenii, las cuales se encuentran en mayor proporcion relativa (5% y
8%, respectivamente) en la muestra de biol 10d en comparacién a la muestra de biol fresco
(10% y 19%, respectivamente). Por otra parte, la especie Pseudomonas guangdongensis

estd practicamente ausente luego de 10 dias de almacenada la muestra.
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La Figura 13 muestra un mapa de calor de la abundancia relativa de las 40 especies mas
abundantes en una escala normalizada logaritmica en base al nimero de lecturas
asociadas a cada especie en cada uno de los codigos de barras. A simple vista se puede
observar que la especie mas abundante es las Escherichia coli, asimismo se puede
apreciar un aumento de abundancia relativa en la especie Candidatus Nitrososphaera
gargenesis desde el grupo de linea base hasta el grupo de 24 horas, este aumento parece
mantenerse en el grupo de 10 dias después, con excepcion del grupo control. Otra especie
que a simple vista se ve enriquecida entre los mismos grupos es Nitrospira moscoviensis,
excepto en el grupo control. Por otro lado, parece que la especie Nordella sp. HKS 07 se

encuentra en menor abundancia relativa en los grupos después del tratamiento.

Fig 14: Grafico de barras de abundancias relativas de los top 15 géneros eucariotas
en la rizosfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO = fertirriego
inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorgéanico + biol 100%, FIOBL200 =
fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorganico + biol 25%,
SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6). Las
abundancias relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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Fig 15: Grafico de barras de abundancias relativas de los top 15 géneros de bacterias
en la rizésfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO = fertirriego
inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%, FIOBL200 =
fertirriego inorgédnico + biol 200%, FIOBL2S5 = fertirriego inorgénico + biol 25%,
SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6). Las
abundancias relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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Fig 16: Grafico de barras de abundancias relativas de los top 15 géneros de arqueas
en la rizosfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO = fertirriego
inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%, FIOBL200 =
fertirriego inorgédnico + biol 200%, FIOBL2S5 = fertirriego inorgénico + biol 25%,
SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6). Las
abundancias relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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Fig 17: Grafico de barras de abundancias relativas de los top 15 géneros de virus en
la rizésfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO = fertirriego inorganico
sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%, FIOBL200 = fertirriego
inorganico + biol 200%, FIOBL25 = fertirriego inorgédnico + biol 25%, SMBIO =
fertirriego inorgédnico + biol 25% + bioestimulante Simbio (n=6). Las abundancias
relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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Abundancia relativa (%)

Fig 18: Grafico de barras de abundancias relativas de los top 15 géneros y especies
microbianas en muestras de biol puro fresco y biol puro luego de 10 dias. BL = biol,
FIO = fertirriego inorgénico sin biol, FIOBL = fertirriego inorganico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL2S5 = fertirriego inorgénico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio
(n=6). Las abundancias relativas <0,1% se combinaron en “Otros”.
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Fig 19: Grafico de barras de abundancias relativas de las top 10 familias
microbianas en la rizosfera de palto por grupo de tratamiento. BL = biol, FIO =
fertirriego inorganico sin biol, FIOBL = fertirriego inorgénico + biol 100%,
FIOBL200 = fertirriego inorganico + biol 200%, FIOBL2S5 = fertirriego inorgénico +
biol 25%, SMBIO = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante Simbio
(n=6).
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15 géneros mas abundantes segmentados por dominio biolégico (dominio Bacteria,
Eucarya, Archae y Virus). La grafica 16 muestra relativa heterogeneidad de géneros
bacterianos entre tratamientos y grupos temporales. Si observamos el grupo temporal de
24h después de la aplicacion de biol, el género Escherichia mantiene una representacion
relativa dominante en los grupos FIOBL200, FIOBL, BL y FIOBL25, mientras que su
contribucion en el grupo FIO es ligeramente menor. Por otro lado, se observa una
disminucioén en la proporcion relativa del género Bradyrhizobium del grupo temporal de
24h después en comparacion al grupo de linea base y al grupo de 10 dias luego de aplicar
biol.

La Figura 14 muestra los cambios temporales de la abundancia relativa del género
eucariota. Se observa, por ejemplo, que el género del parésito protozoario Leishmania se
encuentra en una proporcion consistentemente mas abundante en los grupos de
tratamiento a los cuales se les aplicé biol y se muestrearon luego de 24h (FIOBL,

FIOBL25, FIOBL200, SMBIO, BL). Por otra parte, el grafico de barras de la Figura 16

53



evidencia que tras 24h de la aplicacion de biol, los géneros de arqueas que pertenecen a
la familia Halobacteriaceae (Halovivax, Halosimplex, Halorussus, Halorubrum,
Halobaculum, Halobacterium) se vieron disminuidos en proporcion relativa mientras que
Nitrosopumilus, Nitrosocosmicus y Nitrosotenius se vieron aumentados. Posteriormente,
se observa una recuperacion en la abundancia relativa de los géneros de la familia
Halobacteriaceae y una disminucion en la proporcion relativa de géneros dentro de la

familia Nitrosopumilaceae.

La Figura 18 muestra la comparacion de las abundancias relativas de los 15 géneros y
especies microbianas mas representativos en biol fresco y biol después de 10 dias. En la
condiciéon de biol fresco, predomina el género Pseudomonas, representando
colectivamente mas del 35% de la comunidad microbiana. En el biol después de 10 dias,
se observa un incremento en la abundancia relativa de Clostridium, Streptomyces y
Methanothrix, mientras que el género Pseudomonas muestra una drastica reduccion hasta
el 8% de representatividad de abundancia. En la Figura 18 de especies, se observa con
mas alta resolucion que mientras la especie de Pseudomonas guangdongensis representa
casi el 30% de la abundancia relativa de las top 15 especies mas abundantes mientras que
desaparece completamente de las top 15 especies luego de 10 dias de almacenamiento de
la muestra con biol. En cambio, otras especies como E. coli, Cloacimonas
acidaminovorans, Methanocorpusculum labreanum, Methanothrix soehngenii 'y
Trichococcus floccyliformis incrementan la proporcion relativa de su dominancia. En la
Figura 19, observamos que las abundancias relativas de las 10 familias bacterianas mas
abundantes no presentan variaciones significativas en las muestras de suelo rizosférico.
Por otro lado, si se puede observar una disminucion significativa en la familia
Pseudomonadaceae entre el biol fresco y el biol después de 10 dias. De manera inversa,

la familia Streptomycetaceae aumenta entre el biol fresco y el biol después de 10 dias.
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7.5 Analisis de abundancia diferencial de especies con DESeq2

Fig 20: Grafico volcan para el andlisis diferencial de abundancias de especies con
DESeq? releva cambios taxondémicos entre los grupos de Linea base (linea base) vs 24h
(24h después de aplicar biol). Puntos rojos = especies con cambios significativos y con
significancia estadistica. Puntos verdes = especies con cambios significativos, pero sin
significancia estadistica. Puntos grises = no significativos.
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Fig 21: Mapa de calor del analisis diferencial taxondmico con DESeq2 releva
cambios taxondmicos entre los grupos de Linea base (linea base) vs 24h (24h
después de aplicar biol). Color de barra superior: rosa = linea base; celeste = 24h
después.
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En la Figura 20 se observa que las especies Streptomyces sp. Je 1-4, Streptomyces sp.
KY70 y Methylobacterium sp. CB376 presentan una reduccidon significativa en su
abundancia relativa en 24 horas, con altos valores de -logl0(p), indicando cambios
estadisticamente robustos (puntos rojos en el cuadrante izquierdo). Por otro lado, especies
como Actinoplanes friuliensis, Actinomarinicola tropica 'y Aeoliella mucimassa muestran
leves disminuciones de abundancia, pero no alcanzan significancia estadistica (puntos
verdes cercanos al eje). En general, hay una mayor abundancia diferencial de especies en
Linea base, con predominio de géneros del filo Actinobacteria. Sin embargo, el mapa de
calor de la Figura 21 revela que las bacterias como Rhizobium sp. T1473, Nitrososphaera
viennensis, Sulfuricaulis limicola, Cupriavidus sp., entre otros se ven significativamente

mas abundantes tras la condicion de 24h luego de aplicar biol.
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Fig 22: Grafico volcan para el analisis diferencial de abundancias de especies con
DESeq?2 releva cambios taxondmicos entre los grupos 24h (24h después de aplicar
biol) y 10d (10 dias después de aplicar biol). Puntos rojos = especies con cambios
significativos y con significancia estadistica. Puntos verdes = especies con cambios
significativos, pero sin significancia estadistica. Puntos grises = no significativos.
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Fig 23: Mapa de calor del andlisis diferencial taxondmico con DESeq2 releva
cambios taxondmicos entre los grupos de 24h (24h después de aplicar biol) y 10d (10
dias después de aplicar biol). Color de barra superior: rosa = 24h después de aplicar
biol; celeste = 10d después de aplicar biol.
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Fig 24: Grafico volcan para el analisis diferencial de abundancias de especies con
DESeq?2 releva cambios taxondmicos entre los grupos Linea base (linea base) y 10d
(10 dias después de aplicar biol). Puntos rojos = especies con cambios significativos y
con significancia estadistica. Puntos verdes = especies con cambios significativos,
pero sin significancia estadistica. Puntos grises = no significativos.
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Fig 25: Mapa de calor del analisis diferencial taxonémico con DESeq2 releva
cambios taxonOmicos entre los grupos de Linea base (linea base) y 10d (10 dias

después de aplicar biol). Color de barra superior: rosa = linea base; celeste = 10d
después de aplicar biol.
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La Figura 22 muestra el andlisis diferencial de abundancias entre las especies presentes

a las 24 horas y 10 dias después de la aplicacion de biol, realizado con DESeq2. En el
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cuadrante derecho, especies como Streptomyces sp. NBC 0049 y Streptomyces sp.
NBC (1454 destacan por su incremento significativo en abundancia relativa en el grupo
de 10 dias (log2FC positivo y valores de -logl0(p) elevados). Asimismo, Shinella sp.
WSD5-1 muestra un aumento significativo. En contraste, en el cuadrante izquierdo,
especies como Delftia sp. UGAL515B_04 y Botrimarina mediterranea presentan
reducciones significativas en su abundancia relativa en 10 dias. En general, los cambios
reflejan una reestructuraciéon taxondmica con un predominio de géneros como
Streptomyces tras 10 dias. Por otro lado, las Figuras 24 y 25 muestran que, en general,
hay similitud en cuanto a las abundancias de especies en los grupos de Linea base y 10
dias después de aplicar el biol. Esto se evidencia por las tonalidades semejantes en el
mapa de calor y la poca cantidad de especies diferencialmente abundantes con
significancia estadistica. La Figura 24 muestra el analisis diferencial de abundancias de
especies entre la linea base (Linea base) y 10 dias después de la aplicacion de biol. En el
cuadrante izquierdo, especies como Streptomyces sp. Je 1-4, Streptomyces sp. KY70'y
Agrobacterium tomkonis presentan una reduccion significativa en abundancia relativa en
el grupo de 10 dias (log2FC negativo elevado y -log10(p) significativo). En el cuadrante
derecho, Streptomyces sp. NBC 0049 muestra un notable incremento en abundancia
relativa (log2FC positivo elevado). Ademads, especies ubicadas cerca del centro del
grafico, como Candidatus Nitrosocosmicus oleophilus, Candidatus Nitrososphaera
evergladensis y Micromonospora krabiensis, presentan cambios menos pronunciados en
abundancia, con log2FC cercano a cero, pero con cierto nivel de significancia estadistica

(-log10(p) bajo a moderado).
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Tabla N° 7: Valores de p ajustados del Tukey test para las especies enriquecidas

Especies 24h vs Linea Base | 109 ;::;i“ea 10d vs 24h
Candidatus Nitrososphaera evergladensis 0,000101*** 0,000225*** 0,861000
Candidatus Promineifilum breve 0,000462*** 0,036* 0,079000
lamia sp. SCSIO 61187 0,0003** 0,0148* 0,110000
Methylobacterium sp. CB376 0,446000 0,865000 0,782000
Miltoncostaea oceani 0,00233%** 0,0373* 0,329000
Nitrososphaera viennensis 0,000248*** 0,00128%** 0,592000
Shinella sp. WSD5-1 0,470000 0,980000 0,432000
Streptomyces sp. Je 1-4 0,336000 0,336000 1,000000
Streptomyces sp. KY70 0,386000 0,386000 1,000000

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
7.6 Cambio en el tiempo de lecturas normalizadas de especies y géneros

microbianos enriquecidos

Fig 26: Diagrama de cajas de especies diferencialmente enriquecidas en tres tiempos
experimentales (Linea base, 24 h y 10 dias después de la aplicacion de biol). La
significancia estadistica de las comparaciones entre grupos se evaludé mediante la
prueba de Tukey. Los niveles de significancia se indican como *** p < 0.001, ** p <
0.01, * p<0.05, y "ns" para diferencias no significativas.
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Los diagramas de cajas de la Figura 26 muestran cambios en la abundancia relativa
(lecturas normalizadas) de diversas especies microbianas en tres puntos temporales
(Linea base, 24 h y 10 dias) después de la aplicacion de biol. En términos generales, se
observa que algunas especies experimentan enriquecimientos significativos tras el
tratamiento, mientras que otras mantienen niveles de abundancia relativamente estables
en el tiempo. Especies como Candidatus Nitrososphaera evergladensis y Nitrososphaera
viennensis breve presentan aumentos significativos en abundancia a las 24 h, alcanzando
lecturas normalizadas de aproximadamente 120 y 150, respectivamente, con diferencias
estadisticamente significativas respecto a la linea base (p < 0,001 para ambas). lamia sp.
SCSIO 61187, Candidatus Promineifilum breve y Miltoncostaea oceani muestran un
descenso significativo a las 24 h (p < 0,01) y a los 10 dias (p < 0,05). En contraste,
especies como Methylobacterium sp. CB376, Shinella sp. WSD5-1, y Streptomyces sp.
KY70 no muestran cambios significativos entre los tiempos, manteniéndose en niveles de

abundancia bajos con lecturas normalizadas inferiores a 50.

Fig 27: Diagramas de cajas de géneros diferencialmente enriquecidos en tres
tiempos experimentales (Linea base, 24 h y 10 dias después de la aplicacion de biol).
La significancia estadistica de las comparaciones entre grupos se evalué mediante
la prueba de Tukey. Los niveles de significancia se indican como *** p <0.001, **
p <0.01, * p<0.05,y "ns" para diferencias no significativas.
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Tabla N° 8: Valores de p ajustados del Tukey test para los géneros enriquecidos

Género 24h vs Linea Base | 109 ];is]“ei“ea 10d vs 24h
Actinoplanes 0,000996*** 0,0278* 0,205000
Agromyces 0,00128%** 0,0185* 0,341000
Bifidobacterium 0,0101* 0,090700 0,492000
Candidatus 0,000128%** 0,074800 0,00987**
Metabacillus 0,000922%** 0,0119* 0,362000
Miltoncostaea 0,00542%** 0,072500 0,380000
Neobacillus 0,000465%** 0,00344%** 0,498000
Nitrososphaera 0,000101*** 0,00178%** 0,220000
Priestia 0,0000473*** 0,00207** 0,083600

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

La Figura 27 también se observa que varios géneros presentan incrementos significativos
en sus lecturas normalizadas a las 24 h en comparacion con la linea base, seguido de una
disminucién o estabilizacion a los 10 dias. Actinoplanes alcanza aproximadamente 900
lecturas normalizadas en la linea base y experimenta una reduccion significativa a cerca
de 600 lecturas luego de 24 horas post aplicacion de biol (p < 0,05). Agromyces y
Metabacillus también muestran incrementos importantes a las 24h, con alrededor de 600
y 300 lecturas, respectivamente, y luego disminuyen a valores mas bajos hacia los 10 dias
(p < 0,01 y p < 0,05). Neobacillus presenta una tendencia similar, aumentando a
aproximadamente 600 lecturas a las 24h y disminuyendo a 300 lecturas a los 10 dias (p <
0,01). Nitrososphaera y Priestia alcanzan picos de 250 y 150 lecturas a las 24h y
mantienen sus niveles elevados con diferencias significativas (p < 0,001 y p < 0,01,
respectivamente). En contraste, géneros como Bifidobacterium y Miltoncostaea muestran
incrementos moderados, sin cambios significativos entre los puntos temporales mas

tardios.
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7.7 Identificacion de los clusteres de genes ortologos (COGs) en los

metagenomas de la rizosfera

Fig 28 Cuantificacion de categorias funcionales asociadas a clusteres de genes en
metagenomas evaluados en diferentes tiempos. La significancia estadistica de las
comparaciones entre grupos se evaludé mediante la prueba de Kruskal Wallis. CPM

= conteo por millon de lecturas normalizadas.
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En la Figura 28 se muestran las abundancias diferenciales en conteo por millon mas

significativas de los clusteres de genes ortdélogos (COGs) identificados en los

metagenomas de la rizosfera en orden decreciente con respecto a su significancia

estadistica, marcado por el p-valor de cada analisis. Los COGs indican la funcion asociada

de los genes identificados, de esta manera, se calcula la abundancia de las repeticiones de

cada gen asociado a determinadas funciones a lo largo de los grupos Linea base, 24 horas

y 10 dias. Se puede observar que dos categorias funcionales tienen una significancia

estadistica con un p-valor menor a 0,05 y cuatro otras categorias funcionales tienen una

significancia estadistica marginal con un p-valor menor a 0,1. Para poder tener una vision

mas amplia de aquellas categorias que han variado de manera significativa,

consideraremos aquellos p-valores entre 0,05 y 0,1 como marginalmente significativos.
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La categoria funcional que vari6 entre los grupos temporales con una mayor significancia
estadistica, con un p-valor de 0,0409, fue la categoria de “Transporte y metabolismo de
aminoacidos” y “Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular”. En este caso se
han considerado dos categorias funcionales debido a que el programa EggNOG-mapper
v2 ha observado que las secuencias asignadas comparten ambas funciones. En este
diagrama de caja se puede observar una clara disminucién de abundancia a lo largo del

tiempo.

La categoria funcional que sigue en orden de significancia estadistica es de
“Transcripcion y Mecanismo de transduccion de sefiales”, con un p-valor de 0,0495. Se
puede observar que esta categoria funcional disminuye desde el grupo de Linea base hasta

el grupo de 24 horas y existe un leve aumento hasta el grupo 10 dias después.

Los cuatro siguientes grupos son considerados como marginalmente significativos,
empezando por una leve disminucion desde el grupo Linea base hasta los grupos de 24
horas y 10 dias en la categoria funcional de “Motilidad celular y Mecanismos de
transduccion de sefiales”, con un p-valor de 0,0633. Asimismo, en la categoria funcional
de “Produccion y conversion energética” y “Transporte y metabolismo de carbohidratos”,
se puede observar una disminucion desde el grupo Linea base hasta el grupo 24 horas y
un aumento desde este ultimo grupo hasta el de 10 dias después, con un p-valor de 0,639.
La siguiente categoria funcional es la de “Transporte y metabolismo de coenzimas” y
“Replicacion, recombinacion y reparacion”, con un p-valor de 0,0641, se puede observar
un aumento en su abundancia desde el grupo Linea base hasta el grupo de 24 horas y una
desaparicion de lecturas mapeadas en el grupo de 10 dias. Finalmente la categoria
funcional de “Transporte y metabolismo de lipidos y Sefial de mecanismos de
transduccion”, tienen un p-valor de 0,0827 y se puede apreciar un leve aumento en los

dos primeros grupos y una disminucion en el grupo de 10 dias.
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7.8 Analisis CCA (Canonical Correlation Analysis)

Fig 29: Relacion entre la composicion de la comunidad microbiana y las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Andlisis de la correlacion canénica CCA con la funcion
ordistep entre la comunidad microbiana del suelo de la rizosfera de palto y factores
edaficos. La longitud del vector azul indica la fuerza de correlacion del parametro
ambiental. Los poligonos representan los 3 tiempos experimentales (rojo = linea base;
verde = 24h después de aplicar biol ; naranja = 10 dias después de aplicar biol).
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Tabla N° 9: Resultados del ANOVA del analisis de correspondencia canonica (CCA)
relacionando la composicion de la comunidad microbiana con el carbono total del suelo
y la concentracion de ion calcio disponible en la savia de las hojas del palto

Significanc
Variable Df AIC F P-valor ia
estadistica
(a) Efecto de remover variables del modelo
Carbono organico total (C mg/L) 1 -69,193 2,5572 0,012 *
Calcio disponible en savia vegetal s
(Ca2+ ppm) 1 -65,704 6,3120 0,007
(b) Efecto de afadir variables al modelo
(Céll;lf: I()11;srg)omble en savia vegetal | 69,193 5,0506 0,006 s
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Carbono organico total (C mg/L) 1 -70,026 2,5572 0,044 *

(c) Modelo general 2 4,0497 0,007 *ok

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

El Analisis de Correspondencia Canonica (CCA, por sus siglas en inglés) es una técnica
estadistica multivariada que relaciona la distribucion y abundancia de especies con las
variables ambientales que podrian explicar dicha distribucion. En ecologia y estudios de
biodiversidad, el CCA permite identificar cuales factores ambientales (por ejemplo,
propiedades fisicoquimicas del suelo) ejercen mayor influencia sobre la composicion de
comunidades biologicas y como varian estos ensambles bioldgicos bajo diferentes

condiciones.

La Figura 29 muestra el analisis de correspondencia canonica (CCA) con los ejes CCA1
y CCA2 que explican el 32,3% y el 2,7% de la varianza, respectivamente. Los vectores
Ca_ion (Ca?*)y Total C (carbono orgénico total) representan variables ambientales
significativas en la distribucion de las especies, cuya direccion indica su relacion con las
muestras: Ca_ion esta asociado con variabilidad hacia el cuadrante superior izquierdo,

mientras que Total C hacia el cuadrante inferior derecho.

Los poligonos representan grupos de muestras, visualizando cémo segun las condiciones
ambientales los tratamientos de linea base (poligono rojo) se agrupan de manera distinta
a los tratamientos 24h y 10 dias después de aplicar biol (poligonos verde y naranja).. El
analisis ANOVA muestra que SV_Ca2...ppm (p = 0,006) y Total C (p = 0,044) son
significativos en el modelo, indicando que ambas variables explican significativamente

la distribucion de especies. El modelo completo es significativo con p = 0,007 [Tabla 9].
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7.9 Concentracién de iones biodisponibles (NO3, Ca?*, K* y Na*) en muestras

de savia vegetal y suelo rizosférico de palto

Fig 30: Niveles en ppm de iones biodisponibles (NO3, Ca+, K+ y Na+) en savia
vegetal de hoja de palto para los 3 tratamientos: linea base, 24h y 10d (n = 6).
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Tabla N° 10: Comparacion estadistica (ANOVA de una via) de niveles de iones en
muestras de savia vegetal de hoja de palto para los 3 tratamientos (Linea base, 24h y

10d)
Ion Prueba Estadistica-F | p valor | Significancia Prueba Post-hoc de
Tukey
NOs (ppm) | ANOVAdouna 534 0.2477 ns No significativo
ANOVA de una 24h- Linea base; 10d-
Ca* (ppm) via 7,160 0,0066 - Linea base
ANOVA de una 24h- Linea base; 10d-
K* (ppm) via 7517 0,0055 - Linea base
Na* (ppm) ANOVV/?ade una | 474 0,2604 s No significativo

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Segun la Fig. 30 y la Tabla 10, en los niveles de NOs~ (ppm) de savia vegetal, no se
observan diferencias significativas entre los puntos temporales (Linea base, 24h, 10d)
segun el andlisis ANOVA (p = 0,2477) y respaldado por el andlisis post-hoc de Tukey.
Los codigos de barras con los valores mas altos se encuentran en el codigo de barras 05,
el codigo de barras 15 y el coddigo de barras 17, mientras que los valores mas bajos se
observan en el codigo de barras 01 y el codigo de barras 12. Para Ca*" (ppm) de la savia
vegetal, los tratamientos 24h y 10d muestran niveles significativamente distintos en
comparacion con Linea base (p = 0,0066). Los cédigo de barras 14, cddigo de barras 13
y codigo de barras 18 presentan las concentraciones mas elevadas, mientras que el cédigo
de barras 02, codigo de barras 03 y codigo de barras 06 muestran las concentraciones mas
bajas. En K* (ppm), también se observan diferencias significativas entre los periodos
temporales 24h y 10d frente a Linea base (p = 0,0055). Los valores mas pronunciados de
K" se encuentran en el codigo de barras 01, codigo de barras 10, coédigo de barras 16 y
codigo de barras 17, mientras que los niveles mas bajos se observan en el codigo de barras
01 y en el codigo de barras 05. Para Na* (ppm), no se identifican diferencias significativas

entre los puntos temporales (p = 0,2604).

Fig 31: Niveles en ppm de iones biodisponibles (NO3, Ca+, K+ y Na+) en muestras
de suelo de la rizosfera del palto para los 3 tratamientos: linea base, 24h y 10d (n =
6).
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Tabla N° 11: Comparacion estadistica (ANOVA de una via o prueba de Kruskal-Wallis)
de niveles de iones en muestras de rizésfera de suelo de palto para los 3 tratamientos
(Linea base, 24h y 10d)

Estadistica-F o
Ion Prueba L o e -valor | Significancia Prueba de Post-
estadistica chi- P g hoc Tukey
cuadrado
i ANOVé de una 3.740 0.0481 . L0d-24h
NOs™ (ppm) via
Ca** (ppm) Kruskal-Wallis 0,828 0,6609 ns No significativo
ANOVA de una .. .
K* (ppm) via 0,455 0,6432 ns No significativo
ANOVA de una 8,765 0,0030 o 10d- Linea base
Na* (ppm) via

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

En base a la Figura 31 y la Tabla 11, en las muestras de suelo de la rizésfera de palto, se
observa que los niveles de NOs~ (ppm) presentan diferencias significativas entre los
grupos temporales, con valores mas altos en el tratamiento de 24h comparado con 10d (p
=0,0481). Los codigos de barras con las concentraciones de NOs~ mas altas corresponden
a los codigos de barras 10 y 11, mientras que los valores mas bajos se observan en los
codigos de barras asociados al grupo de 10 dias después de la aplicacion de biol. Para los
iones Ca** (ppm) y K* (ppm) en la rizésfera de suelo, no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos temporales (p = 0,6609 y p = 0,6432, respectivamente). En
cuanto a los niveles de Na® (ppm), el tratamiento de 10d muestra niveles
significativamente mas altos en comparacion con Linea base (p = 0,0030). Las
concentraciones mas elevadas de Na* se observan en el codigo de barras 14, mientras que

los niveles mas bajos corresponden a los codigo de barras 05 y el codigo de barras 06.
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7.10 Concentracion de parametros edaficos en muestras de suelo
rizosférico de palto
Fig 32: Concentracion de parametros edaficos en muestras de la rizésfera de palto

para los 3 puntos temporales: linea base, 24h y 10d. Los datos se presentan como
media = DE (n = 6). Letras minusculas diferentes indican una diferencia significativa

(p < 0,05).
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La Figura 32 evidencia que los parametros edaficos en los que no se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa entre los puntos temporales de muestreo fueron
cadmio total, fosforo disponible y nitrogeno nitrico. El pardmetro de nitrogeno total (%)
es estadisticamente distinto entre los grupos de linea base y 24h. Se observa una
disminucién significativa en el contenido de nitrogeno total entre la linea base y los
puntos de 24 horas y 10 dias, con la linea base presentando la mayor concentracion de
nitrégeno. Letras distintas entre estos grupos sugieren diferencias significativas (p <
0,05). La concentracion de fosforo total es significativamente menor en la linea base en
comparacion con los puntos de 24 horas y 10 dias, indicando un incremento post-
aplicacion de biol. Se observa una disminucion significativa en el porcentaje de carbono
en el tiempo de 10 dias comparado con la linea base. Por ultimo, los niveles de plomo
total presentan un aumento significativo entre la linea base y los puntos de 10 dias,
mientras que el valor a las 24 horas se encuentra en un nivel intermedio sin diferencias

significativas con los otros grupos.
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VIII.

DISCUSION

8.1 Analisis de biodiversidad

La grafica de riqueza de especies no presenta variaciones significativas ni entre
tratamientos ni entre puntos temporales, esto puede deberse a que las variaciones en la
microbiota no han llegado a adicionar o eliminar de manera significativa especies nuevas
o ya existentes. Por el contrario, al ser un método de cuantificacion de numero de especies
presentes, es posible que los cambios en la microbiota hayan afectado a la abundancia de
las mismas, mas no a la presencia absoluta. El indice de diversidad de Shannon, el cual
captura tanto riqueza como equitatividad de especies, y el indice de diversidad de
Simpson, el cual captura equitatividad y dominancia de especies, muestran cambios
significativos tras la aplicacion de biol. En el grupo Linea base ambos indices permanecen
estables (Shannon = 4,3 £ 0,1, Simpson = 1,0 £ 0,01), lo que refleja una comunidad
equilibrada en ausencia de tratamiento con enmienda organica. Luego de 24 horas de la
aplicacion de biol, el indice de Shannon disminuye significativamente (p = 0,009),
alcanzando un minimo de 4,0 - 4,05 en el tratamiento FIOBL y FIOBL200,
respectivamente, lo que indica una reduccion en la diversidad. El indice de Simpson,
también reducido a valores de 0,95-0,96 (p = 0,009) [Anexo 2], sugiere un aumento en la
dominancia de ciertas especies y una pérdida de equitatividad a corto plazo. No obstante,
a los 10 dias post adicion de biol, ambos indices se aproximan nuevamente a niveles
cercanos al grupo Linea base, lo cual sugiere una resiliencia de la comunidad microbiana.
Este restablecimiento de la estructura comunitaria refleja un efecto transitorio del biol, y
sugiere que se requieren de multiples y frecuentes aplicaciones de este para modificar a
largo plazo la microbiota del suelo. Este patron es consistente con diversos estudios que
documentan efectos transitorios en la estructura y biodiversidad microbiana del suelo con
la adicion de enmiendas organicas. Algunos estudios han reportado que la adicion de
enmiendas orgénicas, entre ellas el biol, introduce grandes cantidades de carbono y
nutrientes al suelo, lo que puede favorecer el rapido crecimiento de ciertos grupos
microbianos (heterdtrofos y copidtrofos) que son capaces de utilizar mas eficientemente
el carbono disponible y que pueden desplazar a aquellos organismos menos competitivos
oligotroficos [72, 73]. Asimismo, puede que ciertos compuestos o metabolitos
secundarios presentes en el biol, tales como acidos organicos, fenoles y antibidticos,

ejerzan un efecto inhibitorio sobre ciertas especies microbianas, desplazando la
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comunidad a favor de microorganismos resistentes [74]. Finalmente, las enmiendas
organicas conllevan a la modificacion de las condiciones fisicoquimicas del suelo
(alteracion del pH y conductividad, por ejemplo), limitando o favoreciendo el crecimiento
de ciertos géneros microbianos [75]. La disminucion de la diversidad puede ser
transitoria, ya que la mayoria de las especies requiere de tiempo para adaptarse a nuevas
condiciones ambientales, y la recuperacion de la diversidad depende de la resiliencia del
microbioma del suelo y de la capacidad de ciertos microorganismos para adaptarse o
proliferar a medida que los compuestos del biol se metabolizan en el tiempo. En su
conjunto, estos resultados destacan que el suelo agricola bajo estudio tiene una buena
capacidad adaptativa a las perturbaciones organicas, sugiriendo que los efectos del biol

son temporales y que la estructura microbiana retorna a su estado basal en el tiempo.

En este sentido, la reduccion temporal de la alfa diversidad no necesariamente implica un
efecto negativo para el agroecosistema: puede favorecer a grupos funcionales benéficos
que se adaptan rapidamente al nuevo aporte de nutrientes, a costa de desplazar a taxones
menos competitivos. Desde un punto de vista agrondémico-ambiental este fenomeno exige
un manejo cuidadoso de dosis y frecuencia de aplicacién del biol, de modo que se
promuevan beneficios, como el aumento de biodisponibilidad de nutrientes, sin

comprometer la estabilidad y resiliencia de la comunidad microbiana en el largo plazo.

8.2 Analisis de agrupamiento y estructura microbiana

El andlisis de la estructura de la comunidad microbiana mediante NMDS y posterior
PERMANOVA indica cambios estadisticamente significativos tras la aplicacion de biol,
especificamente entre el tiempo basal (NB) y las muestras recolectadas 24 horas después
(B24h) (p=0,001), asi como entre las muestras de 24 horas y 10 dias después (B10d)
(p=0,008). Mientras que los indices de Shannon y Simpson cuantifican la diversidad y
equitatividad de especies, el NMDS destaca visualmente agrupamientos o separaciones
que indican los cambios estructurales en la composicion de especies. En este caso, el
NMDS muestra una separacion estadisticamente significativa de la comunidad a las 24
horas post-tratamiento y su tendencia a recuperarse hacia el estado basal a los 10 dias,
sugiriendo una alteracion temporal en la comunidad microbiana del suelo que, aunque
significativa en los primeros dias, parece revertirse hacia una composiciéon mas cercana

al estado basal tras un periodo de adaptacion. Estos resultados acentian la
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transicionalidad del efecto del biol, rico en compuestos facilmente degradables como
acidos organicos (ej. acido lactico, acido acético), azlcares y nutrientes inorganicos, de
muy facil acceso para bacterias heterotrofas [76]. Estos compuestos pueden ser
metabolizados en cuestion de horas por su alta biodisponibilidad, permitiendo que la
comunidad vuelva a su estado basal. Por otra parte, se conoce que el biol contiene altas
cantidades de nutrientes inorganicos como nitrdgeno amoniacal y nitrégeno nitrico que
estimula temporalmente la actividad metabolica de ciertos microorganismos nitrificantes
y desnitrificantes [77]. Tras el consumo y reciclaje de estos nutrientes, los niveles de la
biodisponibilidad de nitrégeno disminuyen, ocasionando un retorno a la estructura de
linea base. De la misma manera, compuestos fenolicos y metabolitos secundarios
inhibitorios tienden a ser descompuestos o absorbidos en el suelo en pocos dias,
mitigando su efecto inhibitorio inicial [78]. Finalmente, si bien la aplicacion de biol altera
inicialmente las condiciones redox del suelo, promoviendo condiciones reductoras que
favorecen a ciertos microbios anaerobios, con el tiempo se restablece la oxigenacion

natural del suelo y condiciones aerobicas.

8.3 Analisis taxonémico
Las comunidades microbianas en el suelo experimentan cambios constantes en su
composicion, generalmente desencadenados por estimulos externos, ya sea a partir de
interacciones con las raices de las plantas de la superficie o debido a factores climaticos
[79]. El andlisis taxonémico de especies obtenido a través de metagendmica shotgun
permite identificar la totalidad de especies presentes y, dependiendo de la calidad de la
secuenciacion, las cepas especificas del microbioma en la muestra de suelo analizada.
Esta identificacion representa la distribucion relativa de especies en un inico momento
de muestreo, por lo que la composicion podria variar en funcién del momento de

recoleccion de la muestra.

En el contexto de esta investigacion, los resultados nos permiten visualizar y analizar las
diferencias en las abundancias relativas de especies entre cada grupo de tratamiento a lo
largo de tres puntos temporales distintos. Como se observa en la Figura 12, los resultados
respaldan la hipdtesis de que se produjo un cambio en la distribucion taxondémica del
microbioma del suelo después de la aplicacion del biofertilizante en los diferentes

tratamientos. En particular, esta figura muestra un aumento relativo de E. coli en
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comparacion con las 64 especies mas abundantes en el suelo, especificamente en el grupo
de 24 horas después de la aplicacion del biol. Esto podria atribuirse a que el biol no fue
digerido de manera 6ptima durante el proceso anaerobico en el biodigestor, resultando en
una aplicacion que contenia cantidades considerables de E. coli, las cuales fueron luego
detectadas mediante secuenciacion metagendmica en los campos de cultivo. Sin embargo,
la proporcion relativa de E. coli disminuye en el grupo de 10 dias después de la aplicacion
del biol, lo que podria explicarse por un restablecimiento natural de las comunidades
autoctonas del suelo. La competencia entre especies posiblemente redujo la abundancia
relativa de E. coli a niveles cercanos a la linea base, aunque sin alcanzar los valores
iniciales. Este efecto también es observable al comparar el grupo de biol fresco con el de
Biol alos 10 dias, donde la abundancia relativa de E. coli es mayor, probablemente porque

el resto de las especies presentes en el biol no lograron establecerse en el mismo periodo.

Es importante sefialar que el aumento visual de la abundancia relativa de E. coli respecto
a otras especies no implica necesariamente un incremento absoluto de E. coli; también es
posible que las demas especies hayan disminuido su abundancia absoluta, lo cual
explicaria el aumento relativo de E. coli. De haber un aumento sustancial de organismos
entéricos como E. coli en el suelo tras aplicacion del biol, las implicancias serian cruciales
para valorar la inocuidad del fertilizante. En el caso de cultivos frutales destinados al
consumo humano que no estan en contacto directo con el suelo, como el palto, el riesgo
para la salud publica es menor [80]; no obstante, se requeririan establecer parametros de
control bioldgico, como periodos mayores de procesamiento en los digestores o
tratamientos adicionales, y monitorear regularmente la carga microbiana del biol con el
fin de reducir la contaminacioén por microorganismos entéricos [81]. No podemos asumir
que las diferencias en los cambios de abundancia relativa de E. coli son significativas
antes de llevar a cabo los andlisis de significancia estadistica que se describen a
continuacion.

En cuanto al proceso de nitrificacion y su implicancia en la fertilidad del suelo, nuestro
andlisis taxondmico permitié detectar organismos que participan en la oxidacion de
amonio (e.g., Candidatus Nitrososphaera gargensis ) y la posterior oxidacion de nitrito
(Nitrospira japonica , Nitrospira moscoviensis). Estos resultados sugieren que, tras la
aplicacion del biol, existen poblaciones microbianas capaces de transformar el NH**

generado por la descomposicion de la materia organica hacia NO?~y finalmente NO3~ .
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En general, el nitrato (NO3~ ) suele ser la forma mas cominmente asimilada por las
plantas, especialmente en cultivos de crecimiento rapido, aunque también hay especies
vegetales que muestran preferencia por amonio (NH**) [83]. Desde la perspectiva
agrondmica, disponer de poblaciones nitrificantes puede favorecer la asimilacion de
nitrégeno por los cultivos, siempre y cuando no se den condiciones que promuevan la
pérdida de nitrato por desnitrificacion o lixiviacion [84].

Por otro lado, no identificamos géneros tipicos de bacterias ANAMMOX (e.g., Brocadia,
Kuenenia, Scalindua) en los primeros 100 taxones mas abundantes, por lo que no se
evidencian poblaciones que realicen la oxidacién anaerdbica de amonio (ANAMMOX)
de manera significativa. En cuanto a organismos desnitrificadores, si bien no aparecen
géneros prototipicos como Paracoccus o Pseudomonas stutzeri, algunos géneros
presentes (Pseudomonas sp., Bradyrhizobiumsp.) se sabe que pueden llevar a cabo parcial
o totalmente la desnitrificacion bajo condiciones especificas (por ejemplo, ambientes
pobremente oxigenados) [85, 86]. De confirmarse su actividad desnitrificante, esto podria
implicar la pérdida de nitrato como N, (o N,0) y, por ende, una disminucioén en la
disponibilidad final de nitrégeno para el cultivo [87]. Estas consideraciones resaltan la
necesidad de regular el contenido de oxigeno y la humedad del suelo, de manera que se
maximice la nitrificaciéon benéfica para la planta y se minimice la desnitrificacion,

evitando pérdidas de nutrientes y emisiones de gases de efecto invernadero.

8.4 Analisis de enriquecimiento diferencial de especies

El analisis de abundancia diferencial de especies microbianas en la rizosfera del palto
Hass, antes y después de la aplicaciéon de biol, revela cambios significativos en la
estructura y composicion de la comunidad microbiana a corto y mediano plazo. Estos
cambios pueden atribuirse tanto a los nutrientes como a los microorganismos introducidos
con el biol, los cuales alteran el equilibrio microbiano en la rizosfera de las plantas. La
Figura 20 muestra un grafico de volcan en el que las especies situadas a la izquierda estan
significativamente enriquecidas en el grupo de linea base, mientras que aquellas a la
derecha presentan un enriquecimiento 24 horas después de la aplicacion del biol. Entre
las especies enriquecidas en la linea base destacan Streptomyces sp. Je 1-4, Streptomyces
sp. KY70 y Methylobacterium sp. CB376. Estas especies son tipicas de suelos agricolas y

se asocian comunmente con funciones que incluyen la producciéon de compuestos
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antimicrobianos y la degradacion de materia organica, lo cual les permite competir
eficazmente en un ambiente natural sin la influencia de insumos externos [88, 89, 90].
Por otro lado, entre las especies enriquecidas 24 horas después de la aplicacion del biol
se encuentran Actinoplanes friuliensis, Actinomarinicola tropica'y Aeoliella mucimassa.
Este enriquecimiento puede explicarse por la introduccion de nutrientes y
microorganismos con el biol, que crearon un ambiente favorable para estas especies en
particular. Es probable que el biol haya aportado compuestos orgénicos o nutrientes que
estas bacterias pudieron utilizar rdpidamente, favoreciendo su proliferacion inmediata en

la rizosfera.

La Figura 21, que presenta un grafico de calor de la abundancia diferencial de especies
entre el grupo de linea base y el grupo de 24 horas post-aplicacion, proporciona una
visualizacion detallada de los efectos del biol en la estructura microbiana a corto plazo.
En este grafico, se observa un aumento en la abundancia relativa de especies como
Candidatus Nitrososphaera gargensis, que es conocida por su capacidad para oxidar
amonio en suelos [91], y Nitrospira moscoviensis, una bacteria implicada en el ciclo del
nitrégeno a través de la nitrificacion [92]. Estos resultados sugieren que el biol, al
introducir nutrientes y microorganismos, ha creado condiciones que favorecen a
organismos implicados en la transformacion de nitrégeno, un proceso critico en la
rizésfera de plantas como el palto. La disponibilidad de compuestos nitrogenados del biol
podria haber promovido la proliferacion de estas bacterias especializadas, mejorando asi

su abundancia relativa en comparacion con la comunidad original.

El grafico de mapa de calor de la Figura 23, que compara las especies entre los grupos
de 24 horas y 10 dias post-aplicacion, muestra un proceso de reestabilizacion de la
comunidad microbiana. Las especies enriquecidas en el grupo de 24 horas incluyen
Delftia sp. UGAL515B_04 y Candidatus Nitrosotenuis cloacae, mientras que a los 10
dias post-aplicacion encontramos enriquecimiento de especies como Streptomyces sp.
NBC 00491y Shinella sp.WSD5-1. Delftia sp. es conocida por su capacidad para resistir
condiciones de estrés y participar en la degradacion de compuestos organicos [93],
mientras que Candidatus Nitrosotenuis es un organismo involucrado en la oxidacion de
amonio [94], similar a Nitrososphaera sp. La aparicion de Streptomyces sp. 'y Shinella sp.

a los 10 dias sugiere que el microbioma esta comenzando a reequilibrarse, con especies
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autdctonas retomando su rol dominante. Streptomyces sp., conocido por producir
antibidticos naturales, podria estar actuando para controlar la proliferacion de otros
microorganismos introducidos, mientras que Shinella sp. podria estar aprovechando los

restos de nutrientes proporcionados inicialmente por el biol.

La Figura 24 presenta un analisis adicional mediante un grafico de volcano, que compara
la abundancia de especies entre la linea base y el grupo de 10 dias post-aplicacion. En el
grupo de linea base, destacan especies como Streptomyces sp. Je 1-4, Streptomyces sp.
KY70 y Agrobacterium tomkonis, las cuales estdn comunmente asociadas a suelos
agricolas y tienen funciones importantes en la supresion de patégenos y en la promocion
del crecimiento vegetal [88, 89, 95]. La persistencia de estas especies en la linea base
sugiere una comunidad microbiana estable, bien adaptada a las condiciones naturales del
suelo. A los 10 dias post-aplicacion, se observa un enriquecimiento de especies como
Candidatus Nitrososphaera evergladensis, Candidatus Nitrosocosmicus oleophilus,
Micromonospora krabiensis. Nitrososphaera y Nitrosocosmicus son arqueas implicadas
en la oxidacion de amonio [96, 97], lo cual indica una posible mejora en la disponibilidad
de nitrogeno en el suelo. Micromonospora es conocida por su capacidad de producir
antibidticos y ayudar en la descomposicion de materia organica [98], lo cual sugiere que
el biol pudo haber inducido cambios que favorecieron a estos organismos adaptados a

condiciones ricas en compuestos organicos, como los residuos del biol.

El gréafico de calor de la Figura 25, que también compara los grupos de linea base y 10
dias post-aplicacion, muestra una representacion detallada de las respuestas divergentes
de las especies. Aqui se observa que, ademas de las especies mencionadas anteriormente,
Nordella sp. HKS 07 disminuye en abundancia relativa en los grupos post-aplicacion.
Esta disminucion podria deberse a la competencia con las nuevas especies introducidas o
favorecidas por el biol, que probablemente encontraron en el suelo un ambiente mas
propicio para su proliferacion. La diversidad de respuestas microbianas refleja que el biol
no solo modifica el balance de nutrientes, sino que también induce una presion selectiva

que reconfigura la estructura de la comunidad microbiana.

En conjunto, estos resultados indican que la aplicacion de biol genera cambios

significativos en la microbiota rizosférica de los paltos Hass. A corto plazo, el biol
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enriquece el suelo con nutrientes y microorganismos que afectan directamente la
composicion microbiana, favoreciendo el crecimiento de especies como Actinoplanes
friuliensis, Actinomarinicola tropica y Candidatus Nitrososphaera gargensis, las cuales
pueden utilizar eficazmente los compuestos organicos y nitrogenados introducidos por el
biol. A mediano plazo, se observa un proceso de reestabilizacion en el cual las especies
autdctonas, como Streptomyces y Shinella, comienzan a retomar su papel dominante,
desplazando parcialmente a los microorganismos inicialmente favorecidos por el biol.
Este reequilibrio indica que el biol no solo actia como un suplemento de nutrientes, sino
que también modula la comunidad microbiana de la rizdsfera, potenciando los
mecanismos de interaccion planta-microorganismo, los cuales son criticos para la salud

del suelo y el crecimiento del cultivo.

La Figura 26 muestra un enriquecimiento diferencial de varias especies. En particular,
Candidatus Nitrososphaera evergladensis, una arquea oxidante de amoniaco, presenta
una abundancia significativamente mayor en los grupos de 24 horas y 10 dias después de
la aplicacion de biofertilizantes en conjunto con fertilizantes quimicos en comparacion
con el grupo de linea base. No se observan diferencias significativas en su abundancia al
comparar los grupos de 24 horas y 10 dias. Estudios previos han aislado esta arquea en
suelos agricolas, asocidndola con pérdidas de nitrogeno en el suelo, contaminacion de
cuerpos de agua y emisiones de gases de efecto invernadero [96]. Nuestro estudio muestra
que el incremento en la abundancia de C. Nitrososphaera evergladensis, medido a través
de lecturas normalizadas, ocurre de manera significativa tanto con la aplicacion de biol
como de fertilizantes quimicos, ambos con concentraciones considerables de amoniaco,

generando un ambiente favorable para el enriquecimiento de esta arquea.

Asimismo, en la misma Figura 26 se muestra que Nitrososphaera viennensis, una arquea
aerobia, mesoéfila y oxidante de amoniaco del filo Thaumarchaeota, incremento
significativamente su abundancia en los grupos de 24 horas y 10 dias tras la aplicacion
combinada de biol y fertilizantes quimicos en comparacion con el grupo de linea base.
Este aumento en la abundancia fue especialmente notable en condiciones donde el
amoniaco estaba presente en concentraciones considerables, proporcionando un entorno
favorable para el enriquecimiento de esta arquea. Nitrososphaera viennensis es conocida

por oxidar amoniaco a nitrito de manera aerobica y fijar CO., aunque su crecimiento
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depende de pequenas cantidades de 4cidos orgénicos [99], lo que podria relacionarse con
los componentes del biol. Estudios previos han reportado que esta especie estd presente
en suelos agricolas, desempefiando un rol en el ciclo global del nitrogeno mediante la
oxidacion del amoniaco, y se ha sugerido que contribuye a la regulacion de la
disponibilidad de nitrégeno en el suelo [99, 100, 101] El incremento observado en M.
viennensis podria indicar un potencial impacto en los procesos de nitrificacion vy,
consecuentemente, en la eficiencia del uso del nitrogeno en el suelo tras la aplicacion de

estos biofertilizantes.

En cuanto a Candidatus Promineifilum breve, se observé una disminucion significativa
en su abundancia relativa en los grupos de 24 horas y 10 dias en comparacion con el grupo
de linea base. No obstante, al comparar los grupos de 24 horas y 10 dias, no se detectaron
diferencias significativas en su abundancia. Esta bacteria, perteneciente al filo
Chloroflexota, es destacable por poseer una version modificada de la via de mevalonato,
comunmente asociada a Archaea [102]. La reduccion en la abundancia de C.
Promineifilum breve podria indicar que las condiciones generadas por la aplicacion de
biol y fertilizantes quimicos no son favorables para esta especie en particular,
probablemente debido a una menor disponibilidad de nichos especificos o a la
competencia con otras bacterias favorecidas por el aporte de nutrientes. La ausencia de
cambios significativos entre los grupos de 24 horas y 10 dias sugiere que, aunque su
abundancia disminuye rapidamente tras la aplicacion de biofertilizantes, la dindmica de

esta especie se estabiliza en el tiempo, sin una mayor reduccion en el mediano plazo.

En la Figura 27, nuestros resultados muestran una reduccion significativa en los géneros
Actinoplanes y Agromyces en los grupos evaluados a las 24 horas y a los 10 dias después
de la aplicacion del biol, en comparacion con el grupo base. Esta disminucion en la
abundancia de ambos géneros sugiere que la introduccion de microorganismos
beneficiosos presentes en el biol podria haber generado una competencia en la rizosfera.
En el caso de Actinoplanes, que desempefia un rol importante en la promocion del
crecimiento vegetal y en la supresion de enfermedades [103], su reduccion podria estar
relacionada con el incremento de otras actinobacterias competidoras favorecidas por los
compuestos del biol, los cuales estimulan el desarrollo de cepas mas eficientes en la

colonizacion y defensa del entorno rizosférico. Por su parte, Agromyces, comun en suelos

79



contaminados y con una notable resistencia a metales pesados, presenta una adaptacion
dependiente de su capacidad para metabolizar compuestos aromadticos o tolerar
condiciones de estrés [104]. La disminucion de su abundancia podria reflejar una menor
ventaja competitiva en el entorno menos hostil promovido por el biol, en el cual otros

microorganismos pueden prosperar mas eficientemente.

El incremento significativo de Metabacillus desde el grupo de linea base hasta los grupos
evaluados a las 24 horas y 10 dias después de la aplicacion de biol, sin diferencias
significativas entre estos dos ultimos puntos temporales, podria estar asociado con los
cambios que el biol induce en el suelo, especificamente en su salinidad y conductividad.
La aplicacion de biol tiende a incrementar la salinidad del suelo, aumentando asi su
conductividad, lo cual favorece la colonizacién por microorganismos tolerantes a
ambientes salinos, como es el caso de ciertas especies de Metabacillus. En estudios
previos, se ha demostrado que Metabacillus dongyingensis BY2G2(, un promotor del
crecimiento vegetal aislado de suelos salinos-alcalinos, puede mejorar el desarrollo de
Zea mays bajo estrés salino [105]. Este microorganismo posee mecanismos de adaptacion
a condiciones salinas, como la producciéon de &cido indol-3-acético y sistemas de
transporte de cationes, que le permiten prosperar en ambientes con alta conductividad y
favorecer el crecimiento de plantas. Por lo tanto, la aplicacién de biol podria estar
facilitando la expansion de Metabacillus al modificar las condiciones del suelo,
potenciando su rol en la promocion del crecimiento vegetal en suelos con mayor

salinidad.

La aplicacion de biol en el suelo ha promovido un incremento tanto de Metabacillus como
de Nitrososphaera, dos géneros con dindmicas de adaptacion particulares en respuesta a
los cambios quimicos generados en el suelo. Metabacillus, conocido por su tolerancia a
condiciones salinas y su capacidad para sobrevivir en ambientes con alta conductividad,
se ha asociado con suelos que experimentan aumentos en estos parametros, los cuales se
ven incrementados tras la aplicacion de biol [106]. Este aumento en salinidad y
conductividad es favorable para Metabacillus, 1o que sugiere que esta especie se adapta
bien a ambientes con estrés osmotico. En contraste, Nitrososphaera, un arquedn
involucrado en la oxidacidon de amonio, también incrementa su presencia tras la aplicacion

de biol, pero su fundamento biologico radica en su papel en el ciclo del nitrogeno. Segin
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[107], Candidatus Nitrososphaera prospera en suelos agricolas debido a su capacidad de
oxidar amonio en ambientes con niveles elevados de amoniaco y un pH mas alto,
caracteristicas que se ven promovidas en la rizosfera del palto por la aplicacion de biol.
De este modo, el biol parece favorecer tanto a bacterias adaptadas a la alta conductividad
como a arqueas nitrificantes, promoviendo distintas rutas metabolicas en el suelo y

adaptaciones especificas al entorno agricola.

8.5 Identificacion y cuantificacion de categorias funcionales asociadas a clusteres

genéticos en los metagenomas

A partir de los resultados obtenidos en la identificacion y cuantificacion funcional, las
variaciones observadas en las categorias de COGs (Clusters of Orthologous Groups) a lo
largo de los periodos evaluados (Linea base, 24 horas y 10 dias después de la aplicacion
de biol) evidencian una dindmica funcional transitoria y compleja en la rizésfera del palto.
Estas fluctuaciones se asocian a los cambios temporales en la disponibilidad de nutrientes
y condiciones microambientales, producto de la incorporacion del biol al suelo, y reflejan

procesos adaptativos y de competencia microbiana por nichos ecologicos especificos.

El grupo funcional con mayor significancia estadistica (p<0,05) corresponde a la
categoria combinada de “Transporte y metabolismo de aminoéacidos” y “Trafico
intracelular, secrecion y transporte vesicular”. La reduccion en conteo por millon
temporal de estas funciones sugiere que, tras la adicion de biol, las comunidades
microbianas inicialmente modulan la expresion y/o presencia de genes relacionados con
la importacion de aminoéacidos y la dindmica de vesiculas, posiblemente debido a que los
nutrientes facilmente disponibles (aminodcidos libres, péptidos, acidos organicos)
favorecen inicialmente a microorganismos oportunistas (copidtrofos) que no requieren
del mismo nivel de inversion en complejos sistemas de transporte. Una vez que los
recursos mas accesibles son consumidos y la comunidad entra en un proceso de
reestructuracion, la necesidad de estos complejos sistemas de transporte podria reducirse.
Este patrén coincide con observaciones de respuesta a enmiendas organicas, donde la
dindmica funcional microbiana se ajusta dependiendo de la calidad y cantidad de

nutrientes [108, 109].
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Otra categoria con cambios significativos es la de “Transcripcion y Mecanismo de
transduccion de senales” (p<0,05). Este resultado sugiere que, tras el influjo inicial de
nutrientes, las poblaciones microbianas pueden reducir temporalmente la expresion de
genes asociados con la regulacion global de la transcripcion y la seializacion intracelular,
adaptando asi su maquinaria regulatoria a las nuevas condiciones ambientales. Con el
paso del tiempo (10 dias), un leve aumento de estas funciones podria reflejar la
reactivacion de rutas regulatorias mas complejas a medida que la comunidad retorna a un
estado mas cercano al basal. Esta plasticidad funcional se ha descrito en suelos con
cambios repentinos en la disponibilidad de nutrientes, donde la comunidad ajusta su

maquinaria metabdlica y regulatoria para optimizar el uso de recursos [110, 111].

Los resultados marginalmente significativos (0,05<p<0,1) también aportan informacion
relevante. Por ejemplo, la categoria funcional compuesta por “Motilidad celular y
Mecanismos de transduccion de sefiales” muestra una leve disminucion desde el Linea
base hasta los 24 horas y 10 dias. La menor inversion en motilidad celular puede indicar
una reduccion en la necesidad de desplazamiento activo hacia parches de nutrientes, dado
que los recursos del biol pueden haber sido rapidamente aprovechados, reduciendo
gradualmente los gradientes quimicos que promueven la quimiotaxis [112]. De igual
forma, cambios en la sefializacion intracelular asociada a motilidad pueden implicar la

estabilizacion de la comunidad conforme las condiciones vuelven a la normalidad.

La categoria de “Produccion y conversion energética” y “Transporte y metabolismo de
carbohidratos” muestra una dindmica en forma de U, disminuyendo inicialmente en las
24 horas y repuntando a los 10 dias. Este patron sugiere una adaptacion inicial a una
fuente de carbono facilmente utilizable, seguida de un agotamiento parcial de dicho
recurso y una eventual recuperacion cuando la comunidad se estabiliza y comienza a
utilizar fuentes de energia mas recalcitrantes. Este tipo de respuesta se ha observado en
suelos enmendados con materia organica, donde la comunidad microbiana experimenta
un pulso inicial de actividades metabdlicas seguido de una fase de reorganizacion

funcional [113, 114].

Otra categoria marginalmente significativa es la de “Transporte y metabolismo de

coenzimas” y “Replicacion, recombinacion y reparacion”, la cual aumenta desde el Linea
y )
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base hacia las 24 horas, pero desaparece a los 10 dias. Este aumento temprano podria
reflejar la necesidad de maquinaria enzimatica y de reparacion del ADN ante el estrés
inicial causado por la introduccion de compuestos exodgenos y microorganismos del biol.
A medida que la comunidad se adapta, la presion selectiva por la reparacion y
mantenimiento gendémico podria disminuir, resultando en una reduccion de estas

funciones [115].

Finalmente, la categoria de “Transporte y metabolismo de lipidos” y “Mecanismos de
transduccion de sefales” exhibe un incremento moderado en los dos primeros grupos
(Linea base a 24 horas) y luego una disminucion a los 10 dias. Esta respuesta sugiere la
participacion inicial de lipidos de membrana y compuestos sefializadores en la adaptacion
a las nuevas condiciones del suelo. Cambios en la composicion lipidica y en la
sefializacion mediada por moléculas anfipaticas pueden ser claves en la rapida respuesta
celular, por ejemplo, modificando la fluidez de la membrana para adaptarse a las

condiciones fisicoquimicas alteradas por el biol [116].

En conjunto, estos resultados demuestran naturaleza transitoria de los cambios
funcionales inducidos por la aplicacion del biol. Durante las primeras 24 horas, la
comunidad microbiana responde con ajustes en funciones regulatorias, metabolicas y de
transporte, reflejando un pico en el aprovechamiento de nutrientes accesibles y una
reorganizacion rapida de las poblaciones. Con el paso de los dias, la comunidad tiende a
regresar hacia un estado funcional mds parecido al basal, indicando resiliencia y

capacidad de recuperacion ante perturbaciones.

La significancia bioldgica de estos resultados radica en que las funciones microbianas no
solo reflejan la composicion taxondmica de la comunidad, sino también su capacidad de
respuesta y adaptacion a condiciones ambientales cambiantes. Estos hallazgos tienen
implicaciones para la gestion sostenible de suelos agricolas, pues resaltan la importancia
de la estabilidad funcional del microbioma frente a perturbaciones transitorias asociadas
a la aplicacion de biofertilizantes. Ademas, las dindmicas funcionales descritas pueden
orientar estrategias biotecnologicas para disefiar consorcios microbianos especificos que

maximicen el aprovechamiento de nutrientes y la resiliencia del suelo, reduciendo la
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dependencia de fertilizantes quimicos y contribuyendo al mantenimiento de la salud del

suelo y la productividad agricola.

Por otro lado, la rapida reestructuracion funcional y el retorno hacia estados mas cercanos
al basal destacan la importancia de la complejidad microbiana del suelo, que se expresa
en la elevada diversidad taxonomica y la llamada “redundancia funcional”. Este rasgo
implica que multiples taxones pueden desempefar roles similares en la dinamica del
ecosistema [117], lo cual resulta esencial para sostener la resiliencia y la
multifuncionalidad del suelo. En consecuencia, aun cuando ciertas poblaciones
disminuyan o cambien su actividad a lo largo del tiempo, otras pueden asumir las mismas
funciones metabolicas [118], manteniendo procesos claves como el ciclo de nutrientes, la
produccion de compuestos de interés agronémico y el control bioldgico de patogenos.
Esta redundancia taxonomica, combinada con la diversidad de rutas metabolicas
presentes en el microbioma, garantiza que el aporte de biol no solo se traduzca en picos
de actividad microbiana puntuales, sino también en una capacidad de recuperacion que

sostiene los servicios ecosistémicos esenciales en suelos agricolas [119].

8.6 Correlaciones entre perfiles metagenomicos y parametros fisicoquimos del

suelo

La concentracion promedio de iones Ca?* en savia vegetal incrementd
significativamente de 50-150 ppm en la linea base a 150-200 ppm en el grupo de 24 horas
tras la aplicacion de biol, mostrando un efecto aditivo del fertirriego inorganico. Este
aumento puede atribuirse al aporte de calcio del fertilizante inorganico utilizado en el
riego, dado que el tratamiento con biol puro (coédigo de barras 12) mostré niveles
inferiores en comparacion con FIO (codigo de barras 7). Sin embargo, los tratamientos
FIOBL200 (coédigo de barras 10) y SMBIO (codigo de barras 11) presentan
concentraciones cercanas a 200ppm, lo que sugiere un posible efecto sinérgico entre el
biol y los fertilizantes inorganicos. Estudios previos han indicado que el biol derivado de
bosta bovina aporta calcio disponible, ademés de incrementar la disponibilidad de
nutrientes a través de la estimulacion microbiana en la rizésfera [120, 121]. El incremento
sostenido de los niveles de calcio a los 10 dias (e.g., codigo de barras 17) puede atribuirse

a la liberacion continua de calcio desde el biol y el fertilizante inorgénico, asi como a la
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actividad microbiana en la rizésfera que favorece la solubilizacion de este nutriente.
Ademas, la interaccion sinérgica entre los microorganismos del biol y el régimen de
fertirriego podria estar promoviendo una mayor absorcion de calcio por las raices,
relacionado a la demanda constante de calcio para el crecimiento vegetal y el
mantenimiento de funciones estructurales y regulatorias en el palto.

El porcentaje de carbono orgénico total (COT) se mide como el porcentaje en masa de
carbono organico (g de C) por cada 100g de suelo seco. Se observo que este disminuy6
progresivamente de 2% en la linea base (grupo azul) a 1,5% en el grupo de 24 horas
(grupo rojo) y 1,2% a los 10 dias (grupo verde). Esta reduccion sugiere una rapida
mineralizacion de la materia orgénica tras la aplicacion de biol, favorecida por la
actividad microbiana estimulada. La oxidacion de compuestos organicos por
microorganismos en respuesta al biol ha sido previamente documentada como un
mecanismo que reduce los niveles de carbono orgéanico en el corto plazo, particularmente
en sistemas con alta actividad microbiana [122, 123, 124]. Ademas, la estabilizacion en
el grupo de 10 dias sugiere que el ecosistema rizosférico comienza a alcanzar un nuevo

equilibrio, caracterizado por una menor demanda de carbono como fuente energética.

En el grafico CCA, las coordenadas de cada cédigo de barras son ponderaciones lineales
de las variables ambientales seleccionadas que maximizan la varianza explicada de la
matriz de abundancias. En otras palabras, la ubicaciéon de cada coédigo de barras
corresponde a una combinacion lineal de los pardmetros fisicoquimicos que mejor explica
la varianza de su comunidad microbiana. Las muestras que aparecen proéximas poseen
comunidades microbianas con composicion relativa muy similar y reaccionan de forma
parecida a los mismos gradientes ambientales, mientras que las distantes albergan perfiles

microbianos marcadamente distintos.

Las cruces rojas representan el centroide de abundancia ponderada de cada taxén o
especie, cuya posicion sefiala hacia los c6digos de barras donde ese taxon es relativamente
mas frecuente. Cruces situadas cerca de un cddigo de barras o en la misma direccion radial
senalan taxones caracteristicos de esa muestra o grupo de muestras. A la inversa, cruces
alejadas o en direccion opuesta indican una baja abundancia (correlacion negativa). La
longitud radial de la cruz refleja la magnitud con la que el taxén esté estructurado por los

gradientes ambientales incluidos en el modelo: cruces préximas al origen son ubiquistas
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o poco explicadas por las variables seleccionadas. Cuanto mas lejos del origen se
encuentra, mayor es la proporcion de su variacion explicada por las variables incluidas

en el modelo.

Los vectores azules muestran la direccion e intensidad de los gradientes ambientales
condicionados al modelo. Su dngulo con los ejes representa la correlacion de la variable
con cada eje canonico, y su longitud es proporcional a la raiz de la suma de cuadrados de
las correlaciones (intensidad de la correlacion).

Un coédigo de barras proyectado en la direccion de un vector ambiental posee
concentraciones relativamente altas de ese parametro fisicoquimico. Puntos muestrales
situados hacia la punta del vector poseen concentraciones relativamente altas; las situadas
en el sentido contrario, bajas. Las cruces rojas o taxones que caen en la misma direccion
de un vector ambiental se encuentran asociados ecologicamente a tales condiciones
edaficas. Por ejemplo, taxones cuya cruz se alinea con el vector de “Ca_ion” se asocian a
mayor calcio en savia. En conjunto, el grafico CCA permite inferir de forma simultanea
(1) la similitud de composicion entre cddigos de barras, (ii) los taxones asociados con cada
codigo de barras y (iii) los gradientes ambientales que condicionan la estructura

microbiana.

El analisis CCA global revel6 una correlacion estadisticamente significativa entre la
estructura microbiana y los pardmetros ambientales seleccionados: carbono organico total
(F = 5,05, p=0,006) y concentracién de Ca?* en savia vegetal (F = 6,31, p=0,007). La
longitud del vector correspondiente a Ca?* indica una fuerte influencia de este ion sobre
la composicién microbiana, lo cual respalda la hipdtesis de que el aporte de calcio modula
la estructura de la comunidad, posiblemente al favorecer grupos funcionales que
dependen de este nutriente [125, 126]. Segtn el articulo de Agaras et al., el calcio
desempefia roles esenciales en las interacciones planta-microorganismo debido a su
capacidad para actuar como un segundo mensajero y como un modulador estructural en
procesos biologicos fundamentales, tanto en plantas como en bacterias promotoras del
crecimiento vegetal. El calcio en la savia vegetal podria regular indirectamente la
composicion y funcionalidad de la microbiota al influir en procesos como la liberacion
de exudados radiculares ricos en calcio y la formacion de gradientes idnicos en la

rizésfera, favoreciendo el crecimiento de microorganismos adaptados a estas condiciones.
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Por otro lado, la correlacion con COT puede estar relacionada con la provision de
sustratos metabolicos por la materia organica degradada, lo cual impacta directamente en
la diversidad y abundancia microbiana [127]. La relevancia estadistica del ANOVA para
el modelo CCA refuerza estas conclusiones, mostrando que ambos parametros son
determinantes clave en la dindmica de la rizésfera de los paltos bajo las condiciones

experimentales estudiadas.

Ademas del anélisis CCA que incluyd todos los puntos temporales (Figura 29), se
realizaron CCAs separados para cada uno de los tres puntos temporales (Linea Base, 24
horas después de aplicar biol y 10 dias después de aplicar biol) [Ver Anexo 17 en Material
Suplementario]. En estos analisis individuales, se aplico una seleccion de variables paso
a paso (ordistep, Pin=0.05) para identificar inicamente los factores ambientales con una
contribucion estadisticamente significativa a la varianza de la composicion comunitaria
en cada fase temporal del estudio. Los andlisis CCA individuales para cada punto
temporal revelaron una sucesion en los factores ambientales que estructuran la comunidad
microbiana de la rizésfera. En la Linea Base, el carbono organico total del suelo
("Total_C") fue la tinica variable retenida por el modelo CCA (CCAL: 62.3% varianza),
sugiriendo que la disponibilidad de carbono enddgeno condiciona la microbiota inicial.
La variabilidad observada en "Total C" podria reflejar heterogeneidades espaciales del

suelo que influyen en la composicion basal de la comunidad.

Luego de 24 horas de aplicar biol, el calcio en savia vegetal (“Ca_ion”) emergié como
principal factor correlacionado con la estructura comunitaria (CCA1: 33.2% varianza).
Este cambio coincide con el incremento de ion calcio en savia, posiblemente por el aporte
del fertirriego en sinergia con el biol. El aumento de Ca?* en la planta moduld la
exudacion radicular y, consecuentemente, el microambiente rizosférico, favoreciendo
taxones especificos. A los 10 dias post-aplicacion de biol el factor estructurador mas
dominante fue la concentracion de potasio en el suelo rizosférico (“R_K”) (CCA1: 44.8%
varianza). Tras el consumo de los componentes més facilmente degradables del biol, la
dindmica del potasio, macronutriente clave para funciones microbianas y vegetales
influenciado por la mineralizacion de materia orgénica, pudo volverse un factor selectivo
determinante para la estructuracién microbiana durante esta fase de reestabilizacion a

corto plazo.
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8.7 Cambios en la composicion microbiana microbiana del biol previo a su

aplicacion

La marcada presencia de Pseudomonas en el biol fresco y su posterior reduccion tras 10
dias de almacenamiento, asi como la falta de un incremento significativo en la rizosfera
tras su aplicacion, indican un escenario complejo donde la dindmica de este género esta
condicionada por factores tanto abidticos como bidticos, incluyendo disponibilidad de
nutrientes, condiciones de almacenamiento y competencia microbiana en el suelo.
Pseudomonas es un género cosmopolita y versatil que incluye numerosas especies con
potencialidades metabdlicas diversas, tales como la degradacion de compuestos organicos
complejos, produccion de sideréforos y promocion del crecimiento vegetal (Compant et
al., 2005; Dimkpa et al., 2009). Estas caracteristicas le confieren ventajas competitivas en
entornos ricos en sustratos facilmente degradables, como el biol fresco, donde su alta
proporcion relativa (cerca del 30-35%) sugiere que las condiciones iniciales favorecen su

proliferacion rapida y eficiente.

En el biol fresco, la elevada carga de nutrientes disponibles, el pH favorable y la ausencia
de una comunidad microbiana altamente competitiva podrian explicar la dominancia
inicial de Pseudomonas. Ademas, el proceso de obtencion del biol—usualmente una
fermentacion anaerébica incompleta de estiércoles—puede enriquecer en
microorganismos oportunistas que se benefician de fuentes simples de carbono y
nitrégeno [128]. La capacidad de Pseudomonas para crecer rapidamente bajo condiciones
fluctuantes de oxigeno, la presencia de metabolitos facilmente asimilables y su plasticidad
metabolica le permiten colonizar tempranamente el medio, alcanzando altas abundancias

relativas.

No obstante, tras 10 dias de almacenamiento en condiciones anaerobicas simuladas, la
comunidad microbiana del biol sufre una reestructuracion significativa. La desaparicion
de Pseudomonas guangdongensis de las especies mas abundantes y la disminucion
dréstica de la representatividad de este género (de >35% a 8%) indican que los recursos
inicialmente disponibles probablemente fueron consumidos, o que se han generado

condiciones que favorecen a otros taxones mas adaptados a la madurez del sustrato o a
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un contexto mas reducido en oxigeno (como Clostridium, Methanothrix u otros
organismos estrictamente anaerdbicos). Este tipo de cambios temporales se han
documentado en sistemas de almacenamiento de enmiendas orgéanicas, en los que la
dindmica sucesional obedece a la disponibilidad decreciente de sustratos facilmente
degradables y al establecimiento de microorganismos especializados en la degradacion

de compuestos mas refractarios [129, 130].

Un factor clave para comprender el rol de Pseudomonas en la rizésfera es que, si bien
este género es comun en suelos agricolas y puede actuar como promotor del crecimiento
vegetal (131, 132), su éxito al ser introducido exdgenamente mediante enmiendas no esta
garantizado. La rizdsfera del palto, un entorno altamente dinamico, posee una microbiota
residente que ha coevolucionado con la planta, generando una comunidad microbiana
relativamente estable y resiliente [133, 134]. Cuando el biol rico en Pseudomonas es
aplicado al suelo, estos microorganismos exdgenos enfrentan competencia intensa con la
microbiota autdctona, la cual estd adaptada a las condiciones locales, la calidad del
exudado radical y los niveles de nutrientes del suelo. Asimismo, factores abiodticos del
suelo, como pH, disponibilidad hidrica, salinidad y presencia de metales, pueden no
resultar favorables para la persistencia a mediano plazo de las Pseudomonas provenientes
del biol [135].

La introduccién de microorganismos beneficiosos (PGPB) no siempre conlleva un
aumento sostenido de su abundancia en el suelo ni su incorporacion estable en la rizoésfera
del cultivo [136, 137]. Ademas, la resiliencia del microbioma del suelo hace que cualquier
perturbacion introducida—como la aplicacion de biol—tienda a diluirse con el tiempo,
retornando la comunidad a su estado basal o a un estado funcionalmente similar, sin

cambios drasticos en la composicion dominada por la microbiota autoctona [138].

En el andlisis a nivel de especies, se observa que Escherichia coli, Cloacimonas
acidaminovorans, Methanocorpusculum labreanum vy Trichococcus floccyliformis
incrementan su proporcion relativa tras 10 dias de almacenamiento del biol, y que las
especies Pseudomonas guangdongensis y Pseudomonas wenzhouensis disminuyen
drésticamente en abundancia relativa. Hasta ahora, ninguna de estas especies del género
Pseudomonas han sido asociadas con comportamientos patogenos en plantas. Ambas

especies han sido descritas como aislados ambientales, sin reportarse manifestaciones de
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patogenicidad en contextos agricolas. Esto sugiere que podrian considerarse neutras o
potencialmente con algtn rol beneficioso en interacciones planta-microbio. No obstante,
su potencial como promotoras de crecimiento vegetal requiere de evaluaciones
adicionales.

La presencia de E. coli puede ser indicativa de contaminacion fecal residual en el biol,
lo que subraya la importancia de procesos de tratamiento adecuados para minimizar
riesgos sanitarios [139]. Cloacimonas acidaminovorans es conocida por su capacidad
para metabolizar aminoacidos bajo condiciones anaerdbicas, lo que podria explicar su

proliferacion en el biol almacenado [140].

Methanocorpusculum labreanum es otro arquedn metandgeno que participa en la
produccion de metano a partir de mondxido de carbono e hidrogeno [141]. Su aumento
sugiere una intensificacion de los procesos metanogénicos en el biol almacenado, lo cual
podria afectar la calidad del fertilizante en términos de emisiones de gases de efecto
invernadero y la disponibilidad de nutrientes para las plantas. Finalmente, Trichococcus
floccyliformis es una bacteria Gram-positiva capaz de fermentar una variedad de azicares
y aminoécidos, contribuyendo a la descomposicion de materia organica compleja en el
biol [142]. Su incremento indica una mayor actividad degradativa, facilitando la
liberacion de nutrientes que pueden ser posteriormente utilizados por la microbiota del

suelo y las plantas de palto.

En conjunto, estos cambios en la composicion microbiana del biol tras 10 dias de
almacenamiento reflejan una dinamica sucesional donde microorganismos especializados
en la degradaciébn anaerobica y fermentativa se vuelven predominantes. Esta
reestructuracion puede influir significativamente en la eficacia del biol como
biofertilizante, afectando tanto la disponibilidad de nutrientes como la salud microbiana
de la rizosfera del palto. Es necesario considerar el estado de maduracion del biol, las
condiciones de almacenamiento y las caracteristicas del suelo receptor. Futuras
investigaciones podrian enfocarse en establecer condiciones de almacenamiento del biol
que retengan poblaciones elevadas de Pseudomonas, asi como en el estudio de
formulaciones y coadyuvantes que faciliten su establecimiento y persistencia en la

rizésfera. Estas aproximaciones permitirian explotar mas eficientemente el potencial de
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IX.

este género como biofertilizante o agente promotor del crecimiento en sistemas agricolas

sostenibles.

CONCLUSIONES

La aplicacion de biol generd alteraciones significativas, pero transitorias, en la
comunidad microbiana de la rizésfera del palto. A las 24 horas, se observo una
reduccion en la diversidad (indices de Shannon y Simpson) y una variacion en la
composicidon taxondémica, con un aumento transitorio en la abundancia relativa de
microorganismos copiotrofos y nitrificantes. Sin embargo, a los 10 dias, la
comunidad tendio a reestablecerse hacia un estado mas cercano a la linea base, lo
que subraya la resiliencia y capacidad de restablecimiento del microbioma del
suelo.

Las funciones microbianas relacionadas con la transduccion de sefiales, el
transporte de aminodcidos y la motilidad celular experimentaron cambios
funcionales de caracter transitorio, manifestandose a corto plazo tras la aplicacion
de biol. Este patron sugiere que la comunidad responde con rapidez ante aportes
subitos de nutrientes y compuestos organicos, optimizando recursos a corto plazo.
A mediano plazo, estas funciones retornan a niveles cercanos a los basales,
indicando una adaptacion dindmica frente a las condiciones ambientales inducidas
por la enmienda organica.

El andlisis multivariado (CCA) y las correlaciones con parametros fisicoquimicos
del suelo y savia vegetal evidenciaron que factores como el carbono orgénico total
y el contenido de calcio en savia vegetal comodulan la composiciéon microbiana.
Estos resultados sugieren que la estructura comunitaria en la rizdsfera es el
resultado de la interaccion compleja entre insumos organicos exdgenos como el
biol, nutrientes inorganicos del fertirriego y factores edéficos, influyendo en la
funcionalidad del microbioma.

La composicion microbiana del biol varid notablemente tras 10 dias de
almacenamiento, con una marcada reduccién de Pseudomonas y una mayor
presencia de microorganismos anaerobios fermentativos y metandgenos. Aunque
numerosas especies de Pseudomonas, como P. putida, P. fluorescens, P.

protegens y P. chlororaphis pueden comportatse como bacterias promotoras del
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crecimiento vegetal (PGPR) y agentes de biocontrol al producir sider6foros,
fitohormonas o antibioticos, otras cepas del mismo género - incluyendo
Pseudomonas guangdongensis o Pseudomonas wenzhouensis reportadas en el
presente estudio — alin requieren caracterizaciones adicionales para reportar su rol
en contextos agricolas. Este cambio en la microbiota del biol puede afectar su
eficacia como biofertilizante; por ende, es necesario manejar las condiciones de
almacenamiento y el tiempo de aplicacion para maximizar su impacto positivo en
la rizosfera.

La evidencia obtenida aporta un conocimiento valioso para el desarrollo de
biofertilizantes especificos y la optimizacion de su aplicacion. Comprender la
respuesta transitoria del microbioma a la introduccion de biol, junto con su
interaccidon con nutrientes inorganicos, sienta las bases para disefar consorcios
microbianos y manejos agrondmicos mas eficientes, reduciendo la dependencia

en fertilizantes quimicos y promoviendo la resiliencia del suelo.

X. LIMITACIONES

El numero reducido de réplicas biologicas dificultd la obtencion de resultados
estadisticamente robustos y requiridé que se coensamblaran los codigos de barras
con distintos volumenes de biol, lo cual limit6 la precision del andlisis taxondmico
y funcional a nivel de especies.

La ventana temporal evaluada de 28 dias no permiti6 observar cambios a largo
plazo en la estructura y funcion del microbioma ni capturar ciclos estacionales o
la influencia de factores climaticos. La dindmica del palto, un cultivo que se
caracteriza por su fenologia compleja en campo, requiere periodos de estudio mas
amplios y multiples campafias agricolas.

La heterogeneidad genética del palto y la variabilidad espacial del suelo generaron
lineas base microbianas diversas, limitando la extrapolacion de los hallazgos a
otros lotes o condiciones edafoclimaticas.

Las muestras de biol analizadas en el secuenciaciéon metagendmico carecieron de
réplicas técnicas por ser un analisis exploratorio. La falta de réplicas técnicas
adecuadas en el biol, asi como el uso de un Gnico punto temporal para su analisis
fresco y otro a los 10 dias, impidieron realizar pruebas estadisticas concluyentes

sobre su dindmica microbiologica, restringiendo el analisis a inferencias parciales.
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XI.

RECOMENDACIONES

Futuros estudios podrian contemplar extender el periodo de seguimiento mas alla
de 28 dias, abarcando ciclos fenologicos completos del palto, lo que permitira
evaluar respuestas de largo plazo, su estacionalidad y efectos acumulativos.
Asimismo, se sugiere incrementar el nlimero de réplicas biologicas y técnicas,
tanto en suelo como en biol, para mejorar la potencia estadistica y la fiabilidad de
las conclusiones, permitiendo analisis diferenciados por tratamiento y condicion
edafoclimatica.

Se sugiere integrar un enfoque multi-Omico a través de la incorporacion de
técnicas complementarias, como metatranscriptomica, metabolomica y
metaprotedmica, con el fin de proporcionar informacién funcional mas detallada
sobre la actividad metabolica real de la comunidad microbiana.

Para el fundo Fundo Agricola San José, se sugiere desarrollar protocolos
estandarizados de produccion y almacenamiento del biol que mantengan la
estabilidad de poblaciones microbianas clave, evitando la deriva sucesional hacia
comunidades menos eficientes. También se podria experimentar con aditivos o
consorcios microbianos complementarios que mejoren la persistencia de géneros
benéficos (como Pseudomonas o Streptomyces) y reduzcan la prevalencia de
patdgenos u organismos no deseados.

Por otro lado, es conveniente que el fundo lleve un control continuo de las
condiciones edafoclimaticas, contenido de humedad, pH, salinidad y nutrientes
disponibles, para relacionar con mayor precision las dindmicas microbianas.
Finalmente, se recomiendan aplicaciones de biol de mayor frecuencia y no
necesariamente de muy altos volimenes, para asegurar de que los cambios en la
estructura de la comunidad microbiana persistan en el tiempo, y que especies

microbianas benéficas exdgenas puedan colonizar nuevos nichos ecoldgicos.
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Anexo 1: Curvas de rarefaccion

Anexo 1: Curvas de rarefaccion para estimar la riqueza de especies en diferentes grupos
de tratamiento. Las curvas de rarefacciéon muestran el niumero esperado de especies en
funcién del tamafio de la muestra (numero de lecturas) para cada grupo de tratamiento: "10
dias después" (celeste), "24 horas después" (amarillo), "Linea de base" (rojo), "Biol"
(verde), "MC" = Mock Community (azul) y "NC"= Control Negativo (rosado). Estas
curvas permiten evaluar la profundidad de secuenciacion necesaria para captar la
diversidad microbiana y comparan la riqueza de especies entre tratamientos.
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Anexo 2: Significancia estadistica de alfa-diversidad

Anexo 2A: Significancia estadistica del indice de diversidad de Simpson, excluyendo al codigo de
barras09 (biol 25%), en muestras bajo tratamiento con biol en tres tiempos (Linea base = azul, 24 h
después = rojo, 10 dias después = verde). Los asteriscos (*, ** ***) indican diferencias
significativas entre grupos (p < 0.05) y "ns" denota no significancia, basado en pruebas de
comparacion multiple de Pairwise Wilcoxon. La linea dentro de caja caja representa el valor de la
mediana. Los valores andmalos se muestran como puntos.

Comparacion de indice de Simpson entre grupos temporales

0.99 ns (p=0.065)
* (p=0.026)

** (p=0.009)

o
©
®

- ——

indice de Simpson
-

0.97
—

Linea base 24h después de biol 10d después
Grupo temporal
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Anexo 2B: Significancia estadistica del indice de diversidad de Shannon, excluyendo al
codigo de barras09 (biol 25%), en muestras bajo tratamiento con biol en tres tiempos (Linea
base = azul, 24 h después = rojo, 10 dias después = verde). Los asteriscos (*, **, **%*)
indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05) y "ns" denota no significancia,
basado en pruebas de comparacion multiple de Pairwise Wilcoxon. La linea dentro de caja
caja representa el valor de la mediana. Los valores andmalos se muestran como puntos.

Comparacion de indice de Shannon entre grupos temporales

16 . ns (p=0.065) |
* (p=0.041)
5
€44 r (p=0.009) )
2
%) L]
)
©
@
Q A -
k= . | » 1.‘
L J
4.2 -
—
A
4.0
Linea base 24h después de biol 10d después

Grupo temporal
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Anexo 3: Tabla de registro de arboles

Numero de - Grupo de
sujeto Codigo Bloque Tratamiento Color
1 FIO1
) F102
1
3 FIO3
4 F104
5 FIOS
6 FIO6
2 1 Rojo
7 FIO7
8 FIOS8
9 FIO9
10 FIO010
3
11 FIO11
12 FIO12
1 FIOBL1
) FIOBL2
1
3 FIOBL3
4 FIOBL4
5 FIOBL5
6 FIOBL6
2 2 Azul
7 FIOBL7
8 FIOBLS
9 FIOBL9
10 FIOBL10
3
11 FIOBL11
12 FIOBL12
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FIOBL251

2 FIOBL252

3 FIOBL253

4 FIOBL254

5 FIOBL255

6 FIOBL256

Amarillo

7 FIOBL257

8 FIOBL258

9 FIOBL259
10 FIOBL2510
11 FIOBL2511

12 FIOBL2512

1 FIOBL2001

2 FIOBL2002

3 FIOBL2003

4 FIOBL2004

5 FIOBL2005

6 FIOBL2006

Blanco

7 FIOBL2007

8 FIOBL2008

9 FIOBL2009

10 FIOBL20010

11 FIOBL20011

12 FIOBL20012

1 SMBIO1

Morado

2 SMBIO2
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3 SMBIO3
4 SMBIO4
5 SMBIOS5
6 SMBIO6
7 SMBIO7
8 SMBIOS
9 SMBIO9
10 SMBIO10
11 SMBIO11
12 SMBIO12
1 BL1

) BL2

3 BL3

4 BL4

5 BL5

6 BL6

Verde

7 BL7

8 BL8

9 BL9

10 BL10
11 BLI11
12 BL12
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Anexo 4: Tabla de coordenadas de ubicacion GPS de arboles

Coordenadas de ubicacion

GPS
Numero de | Numero de Grupo de .
Blogue sujeto Codigo Latitud Longitud Tratamiento Tipo de suelo
| FIO1 1
2 FIO2 1
3 FIO3 1
4 FIO4 1
| FIOBLI1 2
2 FIOBL2 2
3 FIOBL3 2
4 FIOBL4 2
1 1 FIOBL251 |-13,503693| -76,082766 3 Franco
2 FIOBL252 3
3 FIOBL253 3
4 FIOBL254 3
1 FIOBL2001 4
2 FIOBL2002 4
3 FIOBL2003 4
4 FIOBL2004 4
1 SMBIO1 5
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SMBIO2

SMBIO3

SMBIO4

BLI

BL2

BL3

BL4

FIOS5

FIO6

FI1O07

FIO8

FIOBLS

FIOBL6

FIOBL7

FIOBLS

FIOBL255

FIOBL256

FIOBL257

FIOBL258

FIOBL2005

FIOBL2006

-13,517784

-76,079475

Franco
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7 FIOBL2007
8 FIOBL2008
5 SMBIOS5
6 SMBIO6
7 SMBIO7
8 SMBIO8
5 BL5

6 BL6

7 BL7

8 BL8

9 FIO9

10 FIO10

11 FIO11

12 FIO12

9 FIOBL9
10 FIOBL10 | -13,504105 -76,084857 Franco
11 FIOBL11
12 FIOBL12
9 FIOBL259
10 FIOBL2510
11 FIOBL2511
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12 FIOBL2512
9 FIOBL2009
10 FIOBL20010
11 FIOBL20011
12 FIOBL20012
9 SMBIO9
10 SMBIO10
11 SMBIOL11
12 SMBIO12
9 BL9

10 BL10

11 BL11

12 BL12
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Anexo 5: Cronograma de fertilizacion

Ultima fertilizacion antes del segundo y tercer muestreo

16 febrero|primer muestreo
27 febreo|segundo muestreo
7 marzo |tercer muestreo
Cantidad

Fecha Producto (kg/ha)
19/02/2024 PHOS MAX 5.32
19/02/2024 SULFATO AMONIO * 50 159.57
19/02/2024 SULFATO DE MAGNESIO * 25 79.79
21/02/2024 CALCIUM 1.86
21/02/2024 YARATERA CALCINIT 319.15
23/02/2024 SULFATO DE MAGNESIO * 25 132.98
23/02/2024 YARATERA CALCINIT 265.96
26/02/2024 SULFATO AMONIO * 50 159.57
26/02/2024 SULFATO DE MAGNESIO * 25 79.79
26/02/2024 SULFATO DE POTASIO * 25 79.79
26/02/2024 SUPER K 5.32
28/02/2024 ALGAEX 18.62
28/02/2024 ZURICH 19.15
01/03/2024 COPPER 10.64
01/03/2024 SULFATO AMONIO * 50 132.98
01/03/2024 SULFATO DE MAGNESIO * 25 93.09
02/03/2024 BOROMAX 7.98
02/03/2024 COPPER 7.98
02/03/2024 PHOS MAX 7.98
02/03/2024 SULFATO AMONIO * 50 53.19
02/03/2024 SUPER K 2.13
02/03/2024 YARATERA CALCINIT 93.09
05/03/2024 BOROMAX 5.32
05/03/2024 COPPER 7.98
05/03/2024 SULFATO AMONIO * 50 132.98

124



07/03/2024 SULFATO AMONIO * 50 372.34
07/03/2024 SULFATO DE MAGNESIO * 25 53.19
07/03/2024 ULTRAFERRO 34.57
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Anexo 6: Calculos de riego y de fertirriego inorganico

Lote Don Julio 1

Calculo de riego

Cantidad

60

666

0,09

90,09

Calculo de fertilizantes|
inorganicos

Numero de ha

23,3

Unidad de medida

m”3/ ha

plantas/ha

m”"3/planta

L/planta

Cantidad (kg/ha)

Nommbre del fertilizante lunes 12 feb mié 14 feb jue 15 feb sab 17 feb
Sulfato de amonio 12,87 12,87 12,87 12,87
Boromax 0,43

Super K 0,34

Sulfato de magnesio 2,14 6,43 6,43

Cantidad (g/planta)

Nommbre del fertilizante lunes 12 feb mié 14 feb jue 15 feb sab 17 feb
Sulfato de amonio 19,32 19,32 19,32 19,32
Boromax 0,65

Super K 0,51

Sulfato de magnesio 3,21 9,65 9,65
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Cantidad (g/grupo tratamiento)

Nombre del fertilizante lunes 12 feb mié 14 feb jue 15 feb sab 17 feb
Sulfato de amonio 231,89 231,89 231,89 231,89
Boromax 7,75

Super K 6,13

Sulfato de magnesio 38,56 115,86 115,86
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Anexo 7: Parametros de extraccion de ADN

LightCycler Nanodrop - ZymoBIONICS

Numero Concent Concentra | Cantidad
de Kit Codigode | o ohy | racion | Cion | totalde |, .o 4| A260 | A280 | 2601280 | 2601230
tratamient muestra promedio | ADN en
de ADN
0 de ADN 50 ulL (ng)
7 BIONI 49,3 0,987 0,508 1,94 1,26
ymo
1 CS DNA Z1 22/22/2 48,7 2435 ng/ul
Miniprep Kit
48,1 0,963 0,495 1,94 1,23
ZymoBIONI S 29,4 0,587 0,301 1,95 1,18
2 CS DNA Z2 4 28,8 1437,5 ng/ul
Miniprep Kit
28,1 0,562 0,286 1,97 1,14
7 BIONI 19,9 0,397 0,201 1,98 0,79
ymo
3 CS DNA 73 22/22/2 19,9 995 ng/ul
Miniprep Kit
19,9 0,398 0,203 1,96 0,77
33,7 0,674 0,349 1,93 1,34
ZymoBIONI 22/02/2
4 CS DNA 74 4 33,5 1675 ng/ul
Miniprep Kit
333 0,666 0,34 1,96 1,33
ZymoBIONI 21022 30,3 0,607 0,314 1,94 1,32
5 CS DNA 7Z5 4 29,95 1497,5 ng/ul
Miniprep Kit
29,6 0,593 0,298 1,99 1,31
ZymoBIONI 10/02/2 36,2 0,724 0,361 2,01 1,43
6 CS DNA 76 4 35,8 1790 ng/ul
Miniprep Kit 354 0,707 | 0344 | 206 | 146
Qubit 4 Fluorimetro - ZymoBIONICS
, L 1. Concentracio | Concentraciéo| Concentracion
catamionto | KU | Cpuestra | MADNT | mADN2 | ADN promedio | . ZORN
(ng/uL)) (ng/ul)) (ng/ul))
ZymoBIONI
1 CS DNA Z1 69,6 64,2 66,9 50
Miniprep Kit
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ZymoBIONI
2 CS DNA 72 43,0 41,4 42,2 50
Miniprep Kit
ZymoBIONI
3 CS DNA 73 15,7 26,4 21,1 50
Miniprep Kit
ZymoBIONI
4 CS DNA 74 59,0 47,8 53,4 50
Miniprep Kit
ZymoBIONI
5 CS DNA 75 51,8 45,8 48,8 50
Miniprep Kit
ZymoBIONI
6 CS DNA 76 45,0 - 45,0 50
Miniprep Kit
LightCycler Nanodrop - ZymoBIONICS
Concen .
tracion Cantida
Nugleero Cédigo Concent promed d total
.| Kit de Fecha | racion |*, de ADN | A260 | A280 |(260/280 |260/230
tratami io de
muestra de ADN en 100
ento ADN L
u n
(ng/ul)) (ng)
8,4 0,169 | 0,078 2,16 0,44
Z1 |01/03/24 8,4
ZymoBI 8,3 0,166 | 0,077 | 2,15 | 044
ONICS
1 DNA 1227,5
Minipre
p Kit 16,4 0,328 | 0,159 | 2,06 0,62
Z1 O |01/03/24 16,2
16,0 0,320 | 0,164 1,95 0,60
ZymoBI 8,9 0,178 | 0,083 2,15 0,65
ONICS
2 DNA 72 |01/03/24 8,7 1662,5
Minipre
p Kit 8,5 0,170 | 0,075 2,27 0,63
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244 0488 | 0260 | 1.88 | 128
720 [29/02/23 246
247 0494 | 0260 | 190 | 136
24,7 0494 | 0267 | 185 | 058
73 |29/02/23 244
ZymoB 241 0482 | 0263 | 1.83 | 056
ONICS
DNA 24775
Minipre
b Kit 25,0 0500 | 0264 | 1.89 | 096
73 0 |29/02/23 252
2523 0505 | 0261 | 193 | 0098
30,0 0601 | 0319 | 1.89 | 134
74 |29/02/23 29.9
ZymoBl 29.8 059 | 0317 | 1,88 | 137
ONICS
DNA 2680
Minipre 23,9 0477 | 0253 | 1,88 1,37
p Kit
74 0 [29/02/23 23.7
235 0471 | 0243 | 194 | 136
242 0485 | 025 | 194 | 136
75 |29/02/23 242
ZymoBI 242 0485 | 0263 | 1.84 | 120
ONICS
DNA 2045
Minipre
p Kit 16.8 0335 | 0177 | 190 | 070
75 0 |29/02/23 16,7
16.6 0332 | 0.168 | 198 | 070
ZymoBL\ 7 ogi003] 190 | 190 | 19775 | 0379 | 0199 | 190 | 0.70
ONICS 9 b b b b b b
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DNA
Minipre 19,2 0,384 0,204 1,88 0,69
p Kit
20,6 0,413 0,218 1,90 0,78
Z6_ O (29/02/23 20,5
20,3 0,406 0,215 1,89 0,78
11,2 0,224 0,115 1,95 0,58
Bl [29/02/23 11,1
11,0 0,219 0,115 1,91 0,56
ZymoBI 21,0 0,419 | 0,203 | 2,06 0,72
ONICS
BIOL1 | DNA | B1_O (04/03/24 20,7 2990
Minipre
p Kit 20,3 0,406 0,197 2,07 0,70
28,4 0,569 0,283 2,01 0,79
B1 0O (04/03/24 28,1
27,7 0,553 0,270 2,05 0,77
Qubit 4 Fluorimetro - ZymoBIONICS
. - . Cantidad de | Cantidad total
Numer.o de Kit Codigo de |Concentracion Vo.l}lmen ADN en 50 uL. | de ADN en 100
tratamiento muestra | ADN (ng/uL) | elucion (uL)
(ng) uL (ng)
Z1 6,52 50 326
ZymoBIONI
1 CS DNA 1031
Miniprep Kit
Z1 O 14,10 50 705
72 6,26 50 313
ZymoBIONI
2 CS DNA 1503
Miniprep Kit
72 O 23,80 50 1190
ZymoBIO
3 73 23,60 50 1180 2290
NICS
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DNA
Miniprep 73 0 22,20 50 1110
Kit
74 30,60 50 1530
ZymoBIONI
4 CS DNA 2480
Miniprep Kit
Z4 O 19,00 50 950
Z5 24,00 50 1200
ZymoBIONI
5 CS DNA 1970
Miniprep Kit
Z5 O 15,40 50 770
76 16,20 50 810
ZymoBIONI
6 CS DNA 1620
Miniprep Kit
76 O 16,20 50 810
B1 10,00 50 500
ZymoBIONI
BIOL1 CSDNA BI_O 22,60 50 1130 3470
Miniprep Kit
B1_0OO 36,80 50 1840
ZymoBIONI
BIOL2 CS DNA B2 5,20 50 260 260
Miniprep Kit

LightCycler Nanodrop - ZymoBIONICS

Cantid
Concent| ad
- racion | total
Nu:lnero Cédigo Concent romed de
¢ te . Kit de Fecha | racion p. A260 A280 (260/280 | 260/230
ratami muestra de ADN io de ADN
ento ADN |en 100
(ng/ul)| uL
(ng)

1 ZymoBI| Z1 08/03/24| 22,2 21,8 4900 0,445 0,225 1,98 0,91
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ONICS 21,4 0,428 | 0,213 | 2,01 0,88
DNA
M“;g’tre 76,6 1,531 | 0,790 | 1,94 | 145
P 71 .0 |11/03/24 76,2
75,8 1,517 | 0,780 | 1,95 1,46
14,0 0,280 | 0,138 | 2,02 0,33
ZymoBI| Z2 |08/03/24 13,8
ONICS 13,6 0,271 | 0,135 | 2,00 0,31
2 DNA 3230
Minipre 50,9 1,018 | 0525 | 1,94 1,59
pKit | 72 O [11/03/24 50,8
50,7 1,015 | 0529 | 1,92 1,58
10,2 0,205 | 0,094 | 2,18 0,08
ZymoBI| Z3 |08/03/24 10,15
ONICS 10,1 0,202 | 0,087 | 2,32 0,08
3 DNA 3005
Minipre 50,1 1,002 | 0506 | 1,98 1,32
pKit | 73 O [11/03/24 50,0
49,8 0,996 | 0505 | 1,97 1,31
18,6 0372 | 0,174 | 2,14 1,00
ZymoBI| Z4 |08/03/24 18,2
ONICS 17,8 0,356 | 0,168 | 2,12 0,97
4 DNA 3610
Minipre 54,2 1,085 | 0,548 | 1,98 1,35
pKit | 74 O |11/03/24 54,0
53,8 1,075 | 0537 | 2,00 1,36
11,6 0233 | 0,111 | 2,11 0,86
ZymoBI| Z5 |08/03/24 11,55
ONICS 11,5 0,229 | 0,106 | 2,17 0,84
5 DNA 3742,5
Minipre 63,5 1271 | 0650 | 1,9 1,31
pKit | 75 0 [11/03/24 63,3
63,1 1262 | 0,646 | 195 1,32
10,3 0,205 | 0,079 | 2,59 0,70
ZymoBI| Z6 |08/03/24 10,25
ONICS 10,2 0,204 | 0,086 | 2,37 0,69
6 DNA 3592,5
Minipre 62,0 1,239 | 0,635 | 1,95 1,25
pKit | z6 O [11/03/24 61,6
61,2 1,223 | 0,627 | 1,95 1,23
24,5 0,490 | 0,241 | 2,03 0,78
zymoB1| B10 [11/03/24 24,1
ONICS 23,7 0,474 | 0,235 | 2,01 0,71
BI(())LI DNA 2372,5
Minipre 23,3 0,466 0,221 2,11 0,74
pKit |B10 O|11/03/24 23,4
234 0,467 | 0,229 | 2,04 0,73
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Qubit 4 Fluorimetro - ZymoBIONICS

Concentracié Cantidad de Cantidad
Numero de . Caédigo de Volumen total de ADN
. Kit n ADN iy ADN en 50 uLL
tratamiento muestra elucion (ulL) en 100 ulL
(ng/uL) (ng)
(ng)
22,40 50
Z1 1125
22,60 50
ZymoBIONIC
1 S DNA 4875
Miniprep Kit 75,00 50
Z1 O 3750
75,00 50
14,20 50
z2 710
ZymoBIONIC 14,20 >0
2 S DNA 2835
Miniprep Kit 57.40 50
72 O 2835
56,00 50
10,40 50
73 520
10,40 50
ZymoBIONIC
3 S DNA 2820
Miniprep Kit 45.80 50
Z3 O 2300
46,20 50
18,60 50
74 930
ZymoBIONIC 18,60 50
4 S DNA 3840
Miniprep Kit
Prep 58,40 50
74 O 2910
58,00 50
ZymoBIONIC
5 S DNA z5 13,20 50 662,5 4047,5
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Miniprep Kit

13,30 50
67,80 50
Z5 0O 3385
67,60 50
11,60 50
76 570
ZymoBIONIC 11,20 50
6 S DNA 3875
Miniprep Kit 65.80 50
76 O 3305
66,40 50
24,20 50
BI10 1210
24,20 50
ZymoBIONIC
BIOL10 S DNA 21875
Miniprep Kit 19.40 50
B10 O 971,5
19,70 50
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Anexo 8: Parametros de purificacion de ADN

Concentra Conicglllltrac Cantidad
Codigo de cion de . total de
muestra Fecha ADN promedio ADN en A260 A280 260/280 | 260/230
g/ur) | 9¢APN gL (ng)
g (ng/uL) g
132,4 2,648 1,404 1,89 1,89
Z1E1 |3/4/24 132,6 2385,9
132,7 2,654 1,398 1,90 1,96
77,8 1,555 0,818 1,90 2,02
Z2E1 | 3/4/24 77,6 1396,8
77,4 1,549 0,818 1,89 2,03
Z3E1 | 4/4/24| 38,7 38,7 696,6 0,773 0,412 1,88 2,66
98,5 1,970 1,032 1,91 2,03
ZAE1 |3/4/24 98,1 1765,8
97,7 1,953 1,020 1,91 2,05
88,7 1,775 0,943 1,88 1,98
Z5E1 | 3/4/24 88,5 1593
88,3 1,766 0,933 1,89 1,99
185,1 3,702 1,958 1,89 2,02
Z6E1 |3/4/24 184,5 3321
183,9 3,678 1,949 1,89 2,01
Z1E2 | 4/4/24| 56,7 56,7 1020,6 1,134 0,600 1,89 2,19
Z2E2 | 4/4/24 | 52,8 52,8 950,4 1,056 0,558 1,89 1,98
Z3E2 | 4/4/24| 58,6 58,6 1054,8 1,171 0,625 1,87 2,20
Z4AE2 | 4/4/24 62,9 62,9 1132,2 1,257 0,670 1,88 1,89
67,8 1,355 0,715 1,89 2,17
Z5E2 | 4/4/24 60,3 1085,4
52,8 1,056 0,558 1,89 1,98
Z6E2 | 4/4/24 94,1 94,1 1693,8 1,882 0,995 1,89 2,24
B1E2 | 4/4/24| 56,1 56,1 1009,8 1,123 0,594 1,89 2,18
Z1E3 | 4/4/24| 197,8 197,8 3560,4 3,957 2,090 1,89 2,06
Z2E3 | 4/4/24 | 1380 138,0 2484 2,760 1,446 1,91 2,05
Z3E3 | 4/4/24| 126,8 126,8 22824 2,536 1,330 1,91 2,23
ZAE3 | 4/4/24 | 142,0 142,0 2556 2,840 1,493 1,90 2,00
Z5E3 | 4/4/24 | 159,6 159,6 2872,8 3,193 1,678 1,90 2,14
Z6E3 | 4/4/24| 161,6 161,6 2908,8 3,231 1,703 1,90 2,18
B10E3 | 4/4/24| 50,9 50,9 916,2 1,018 0,539 1,89 1,95
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Anexo 9: Parametros del presecuenciamiento metagenomico

Concent Concent sa\r/nOIIe
Tape , g ., Factor | racion Total P 1 yol h20 PEAK
.~ | Nimero [ Codigo | racion | ... ., vol seq DIN
Station (ng/ul) dilucién| real DNA DNA /11 ul SIZE
(ng/uL) 600 ng
05/04/2
024 1 | zier | 1200 1 | 1200 | ' | 1680 S50 1 60 1 65 1 9514
2 Z2E1 | 71,2 1 71,2 14 996,8 8,4 2,6
04(;(2)3/2 3 73E1 778 | 77.8 14 1089,2 | 7,7 33 6,4 9397
4 ZAEl | 81,4 1 81,4 14 | 11396 | 74 3,6
5 Z5E1 | 80,6 1 80,6 14 | 11284 | 74 3,6
05/04/2
024 6 | zeE1 | 190 | 10 |1910]| ¥ | 2674 311 79 | 65 1 9553
7 ZIE2 | 62,4 1 62,4 14 873,6 | 9,6 1,4
8 Z2E2 | 582 1 58,2 14 8148 | 10,3 0,7
05(;33/2 9 73E2 67.8 | 67.8 14 949,2 8,8 2,2 6,5 11228
10 ZAE2 | 672 1 67,2 14 9408 | 8.9 2,1
04/04/2

024 11 7562 | 454 1 454 14 635,6 13,2 -2,2 6,4 9500

12 Z6E2 | 10,0 10 100,0 14 1400 6,0 5,0

05/04/2

024 13 | BIE2 | 642 1 6an | 14 | 8988 93 | LT | 64 | 7442

05/04/2

024 14 | zies | 194 | 10 | 1940 | ¥ | 26| 31179 1 63 ) 924

15 Z2E3 | 14,6 10 146,0 14 2044 4,1 6,9

16 Z3E3 | 133 10 133,0 14 1362 45 6,5

17 Z4E3 | 16,2 10 162,0 14 2268 3,7 7,3

05/04/2

024 18 | zse3 | 157 | 10 |1s70 | 4 | 298| 38 | 72 1 64 ) 9510

19 Z6E3 | 17,3 10 173,0 14 2422 3,5 7,5

04/04/2

024 20 BIOE3 | 54.8 | 54.8 14 767,2 10,9 0,1 7 11425

21 MC 79,0 1 79,0 12 948 7,6 34
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Anexo 10: Parametros de secuenciamiento

Basado en SIZE INICIO
Sazlfple Codigo| Pre- | 17p nclgrlnir moles DVNOL vol H20
extracti ba‘:ias ?I;’g'/ll‘l‘ig) INICIO | (pmol/u |™2* YU (omol) | FMOL | equire r;t(l:f)e ng
on L) d (uL)
Z1El 1 68,8 9514 | 0,0110 7,5 0,0822 | 82,18 4,9 336,0 2,6 336
Z2E1 2 61,2 9706 | 0,0096 7,5 0,0717 | 71,65 5,6 342,8 1.9 343
Z3E1 3 61,8 9397 | 0,0100 7,5 0,0747 | 74,73 5,4 3319 2,1 332
Z4E1 4 69,4 9706 | 0,0108 7,5 0,0813 | 81,25 4,9 342,8 2,6 343
Z5E1 5 62,6 9706 | 0,0098 7,5 0,0733 | 73,29 5,5 342,8 2,0 343
Z6E1 6 54,2 9553 | 0,0086 7,5 0,0645 | 64,47 6,2 337,4 1,3 337
Z1E2 7 51,6 9706 | 0,0081 7,5 0,0604 | 60,41 6,6 342,8 0,9 343
Z2E2 8 50,8 9706 | 0,0079 7,5 0,0595 | 59,48 6,7 342,8 0,8 343
Z3E2 9 57,6 11228 | 0,0078 7,5 0,0583 [ 58,30 6,9 396,5 0,6 397
ZAE2 10 56,4 9706 | 0,0088 7,5 0,0660 | 66,03 6,1 342,8 1,4 343
Z5E2 11 61,8 9500 | 0,0099 7,5 0,0739 | 73,92 5,4 335,5 2,1 336
Z6E2 12 59,4 9706 | 0,0093 7,5 0,0695 | 69,54 5,8 342,8 1,7 343
BIE2 13 49,8 7442 | 0,0101 7,5 0,0760 | 76,04 53 262,8 2,2 263
Z1E3 14 54,8 9241 | 0,0090 7,5 0,0674 | 67,39 6,0 326,4 1,5 326
Z2E3 15 58,4 9706 | 0,0091 7,5 0,0684 | 68,37 59 342,8 1,6 343
Z3E3 16 52,2 9706 | 0,0081 7,5 0,0611 | 61,11 6,6 342,8 0,9 343
ZAE3 17 50,2 9706 | 0,0078 7,5 0,0588 | 58,77 6,8 342,8 0,7 343
Z5E3 18 54,4 9510 | 0,0087 7,5 0,0650 [ 65,00 6,2 335,9 1,3 336
Z6E3 19 49,6 9706 | 0,0077 7,5 0,0581 | 58,07 6,9 342,8 0,6 343
B10E3 20 53,8 11425 | 0,0071 7,5 0,0535 | 53,51 7,5 403,5 0,0 404
MC 21 21,2 16912 | 0,0019 7,5 0,0142 | 14,24 7,5 159,0 0,0 159
X 21 30,6 16912 | 0,0027 7,5 0,0206 | 20,56 7,5 229,5 0,0 230
MO 22 BAJO - 7,5 - - 7,5 - 0,0
After codigo de After adapter
barras cleaning cleaning
size size molar final vol
qubit | (bases) | qubit | (bases) conc ul pmol fmol | fmolto | DNA EB
ng/ul ta[?estat ng/ul ta[.)estat (pmol/u load Req
ion ion )]
129 18196 113 18196 | 0,66 |0,00941| 23 0,216 |216,415( 75 7,97 | 24,03
0,00941 15 0,141 |141,140( 90 9,56 | 22,44
0,00941 6 0,056 | 56,456 56 5,95 | 26,05
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Anexo 11A: Mediciones de parametros fisicoquimicos del

suelo
Nutriente
Numero Conductivid
Fecha | (101 de de NO3-/ Ca2+/ K+/ Na+/ pH ad uS/cm
de tratamien | tratamien ppm ppm m m
e pp pp
analisis to to
22/02/24 Rojo 1 108 227 16 23 7,35 385
22/02/24 Azul 2 563 48 10 15 7,73 324
22/02/24 | Amarillo 3 620 66 12 18 7,63 391
22/02/24 | Blanco 4 1133 94 13 16 7,47 418
22/02/24 | Morado 5 1153 58 14 7,56 483
22/02/24 Verde 6 1733 51 12 7,60 311
Nutriente
Numero Conductivid
Fecha | cojorge | de NO3/ | Caz+/ | K+/ | Nat/ | PH |" o o
de tratamien | tratamien ppm ppm m m
e pp pp
analisis to to
01/03/24| Rojo 1 330 51 14 22 7,59 409
01/03/24| Azul 2 673 53 11 18 7,65 347
01/03/24| Amarillo 3 1360 55 11 20 7,57 368
01/03/24| Blanco 4 1633 59 12 18 7,5 347
01/03/24| Morado 5 2200 79 11 26 7,65 490
01/03/24| Verde 6 2467 44 9 16 7,7 295
Nutriente
Numero Conductivid
Fecha | cojorge | de NO3/ | Caz+/ | K+ | Nat/ | PH " o o
de tratamien | tratamien ppm ppm m m
e pp pp
analisis to to
11/03/24| Rojo 1 385 107 12 28 7,81 436
11/03/24|  Azul 2 853 78 12 23 7,66 394
11/03/24 | Amarillo 3 190 39 10 25 7,74 392
11/03/24| Blanco 4 415 70 10 24 7,68 382
11/03/24| Morado 5 453 76 9 25 7,69 406
11/03/24| Verde 6 708 47 9 21 7,76 296
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Anexo 11B: Mediciones de parametros fisicoquimicos de la

savia vegetal

Nutriente
Fech Niimero H Conductividad/
echa | colorde | de NO3-/ | caz+/ | K+ Na+/ p mS
de . tratamien | tratamien ppm ppm ppm ppm
analisis to to
15/02/24 |  Rojo 1 760 133 3833 57 5,26 10,52
15/02/24 | Azul 2 2000 103 4233 70 5,22 10,71
15/02/24 | Amarillo 3 1633 71 4567 67 5,30 11,21
14/02/24 | Blanco 4 1667 137 4600 71 5,25 10,50
15/02/24 | Morado 5 2400 143 4133 66 5,15 10,30
15/02/24 | Verde 6 1967 103 4733 69 5,23 11,62
Nutriente
Fech Numero H Conductividad/
echa 1 color de de NO3-/ | Ca2+/ K+/ Na+/ p mS
de . tratamien | tratamien ppm ppm ppm ppm
analisis to to
27/02/24 | Rojo 1 1433 180 4867 64 5,12 9,25
27/02/24 | Azul 2 1433 140 4700 66 5,34 10,37
27/02/24 | Amarillo 3 1767 140 5567 74 5,36 10,40
27/02/24 | Blanco 4 1500 190 5533 78 5,34 11,21
27/02/24 | Morado 5 970 200 4633 71 5.4 10,25
27/02/24 | Verde 6 720 150 5067 74 5,49 11,11
Nutriente
Fech Numero H Conductividad/
echa | colorde | de NO3-/ | Ca2+ K+/ Na+/ p mS
de . tratamien | tratamien ppm ppm ppm ppm
analisis to to
05/03/24 |  Rojo 1 2100 218 4775 65 5,11 11,23
05/03/24 |  Azul 2 2225 180 4875 64 5,08 11,55
05/03/24 | Amarillo 3 1243 109 5333 67 5,02 11,70
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05/03/24 | Blanco 2600 195 5600 74 5,00 12,51
05/03/24 | Morado 1027 197 4700 68 4,78 10,98
05/03/24 Verde 1533 173 5100 69 5,02 12,01
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Anexo 12A: Informe de analisis de suelo-salinidad de Valle

Grande del Lote Don Julio 1

2% VALLE GRANDE

Laboratorio de Quimica Agricola

SOLICITANTE : MAQUINARIA AGRICOLA SAN JOSE SAC ANALISIS N° 1 643-02S - 2022
PREDIO : FUNDO SAN JOSE LUGAR : CHINCHA
MATRIZ : SUELO AGRICOLA FECHA DE RECEP. : 11/06/2022

INFORME DE ANALISIS DE SUELO - SALINIDAD
MUESTRA : LOTE DON JULIO 1 - PALTO - HASS - 10-06-22

PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO TECNICA
Textura
Arena 44.12 %
Limo 3485 %
Arcilla 21.03 o MES - 001 Bouyoucos
Clase Textural FRANCO
Porcentaje de Saturacion de Agua 39.82 % MES - 002 Gravimético
Carbonato de Calcio Total 1.76 % MES - 003 Gravimétrico
Conductividad Eléctrica (E.S) a 25°C. 1.32 dS/m MES - 004 Electrométrico
pH(1M)aTemp=192°C 8.10 MES - 005 Electrométrico
Fésforo Disponible 51.20 ppm MES - 006 Olsen
Materia Orgénica 1.79 % MES - 007 Walkley y Black
Nitrégeno Total 0.10 % MES - 008 Kjeldahl
Potasio Disponible 499.40 ppm MES - 009 Acstato de Amonio
Cationes Cambiables Extractante:Ac. Amonio
Calcio 11.78 mEq/100g MES - 010 FAAS
Magnesio 1.70 mEq/100g MES -011 FAAS
Sodio 0.30 mEq/100g MES -012 FAAS
Potasio 1.22 mEq/100g MES - 013 FAAS
P.S. 2.01 % MES -015 Calculo Matematico
C.ICE 15.00 mEq/100g MES-017 Caleulo Matematico
Sales Disueltas
Cloruro 3.18 mEq /L SM 4500 CL-B Argentométrico
Sulfato 6.93 mEq/L EPA375.4 Turbidimétrico
Nitrato 1.39 mEq/L MEA - 001 Colorimétrico
Carbonato <0.02 mEq/L SM23208 Volumétrico
Bicarbonato 3.47 mEq/L SM23208 Volumétrico
Calcio 7.16 mEq/L EPA 215.1 FAAS
Magnesio 1.79 mEq/L EPA 2421 FAAS
Sodio 3.89 mEq /L EPA 273.1 FAAS
Potasio 1.49 mEq/L EPA 258.1 FAAS
| Boro 1.04 ppm (*) IS0 9380.1990 Colorimétrico
DONDE:
ES : Extracto de Sawracion, MES y MEA : Matodo Propio def Laboratorio.
{111) Ralacon Masa del Suako ( Voluman dal Agua SM : Sandar Metods
psi : Porcentsje de Sodio Inlercamiiable. EPA : Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos.
CICE : Capacidad de Infercambio Catiénico Efectivo. IS0 : i for L
» Masa | Masa. FAAS : Especrometria m Absorcidn Atderica por Liama.
em :mg/Kg.
eem(’) :mg/L.
NOTA:

1: Los resulados presentados corresponden sdlo a la muestra indicada
2: Se prohibe la reproduccdn parcal o total del presente informe sin la autonzacén del Laboratono de Quimica Agricola

MSc. Quim. Alexis uce: hacén
JEFE DEL LABORATORIO

MSc. Agr. Julio Castro Lazo
DIRECTOR DEL LABORATORIO

100 90 80 70 x60 50 40 30 20 10
Panamericana Sur Km. 144, San Vicente de Cafete, Lima - Perd % deArena

Teléfono: (S11) 581 2261 | Celular: 991 692 563

Email: laboratorio@vallegrande.edu.pe | Web: www.vallegrande.edu.pe

Promotora de Obras Sociales y de Instruccion Popular
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Anexo 12B: Informe de analisis nutricional foliar de Valle

Grande del Lote Don Julio 1

=& VALLE GRANDE

Laboratorio de Quimica Agricola

SOLICITANTE  : MAQUINARIA AGRICOLA SAN JOSE SAC ANALISIS N° : 643-02F -2022
PREDIO : FUNDO SAN JOSE LUGAR : CHINCHA
MATRIZ : HOJAS DE PALTO FECHA DE RECEP. : 11/06/2022

INFORME DE ANALISIS FOLIAR - NUTRICIONAL
MUESTRA : LOTE DON JULIO 1 - PALTO - HASS - 10-06-22

PARAMETRO RESULTADO | UNIDAD | METODO TECNICA
Nitrégeno Total (N7) 1.73 % MEF - 001 Dumas
Fésforo Total (P) 0.12 % MEF - 002 Colorimétrico
Potasio Total (K) 117 % MEF - 003 FAAS
Calcio Total (ca) 2.18 % MEF - 004 FAAS
Magnesio Total (Mg) 0.29 % MEF - 005 FAAS
Azufre Total (s) 0.31 % MEF - 006 Turbidimétrico
Sodio Total (Na) 0.02 % MEF - 007 FAAS
CloroTotal (cl) 0.56 % MEF - 008 Argentomérico
Cobre Total (Cu) 7.55 ppm MEF - 009 FAAS
Zinc Total (zn) 28.05 ppm MEF - 010 FAAS
Manganeso Total (Mn) 179.40 ppm MEF - 011 FAAS
Hierro Total (Fe) 92.00 ppm MEF - 012 FAAS
Boro Total (8) 68.00 ppm MEF - 013 Colorimétrico
Materia Seca 37.53 % MEF - 014 Gravimétrico

Los resultados estan expresados en muesira seca a 65°C.

DONDE:

% :Masa/ Masa

ppm :mg /Kg

FAAS : Espectrometria de Absorcion Atmica por Llama
MEF : Método Propio del Laboratorio.

NOTA:
1: Los Itados p den sélo a la muestra indicada.
2: Se prohibe la reproduccién parcial o total del presente informe sin la autorizacién del Laboratorio de Quimica Agricola.

MSc. Quim. Alexis Saucedo Chacén
JEFE DEL LABORATORIO

MSc. Agr. Julio Castro Lazo
DIRECTOR DEL LABORATORIO

Promotora de Obras Sociales y de Instruccién Popular
Panamericana Sur Km. 144, San Vicente de Cafete, Lima - Peru
Teléfono: (511) 581 2261 | Celular: 991 692 563

Email: laboratorio@vallegrande.edu.pe | Web: www.vallegrande.edu.pe
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Anexo 12C: Informe de analisis nutricional de agua de
irrigacion de Valle Grande del Lote Don Julio 1

ﬁ;. VALLE GRANDE

Laboratorio de Quimica Agricola

SOLICITANTE : MAQUINARIA AGRICOLA SAN JOSE SAC ANALISIS N° : 643 - 01A - 2022
PREDIO : FUNDO SAN JOSE LUGAR : CHINCHA
MATRIZ : AGUA DE RIEGO FECHA DE RECEP. : 11/06/2022

INFORME DE ANALISIS DE AGUA - NUTRICIONAL
MUESTRA : MUESTRA N° 01

PARAMETRO RESULTADO | UNIDAD METODO TECNICA
pHa20.2°C 7.31 EPA 150.1 Electrométrico
Conductividad Eléctrica a 25 °C. 0.97 mS/cm EPA 120.1 Electrométrico
Calcio (Ca) 6.99 mEg-g/L EPA 215.1 FAAS
Magnesio (Mg) 0.92 mEg-g /L EPA 2421 FAAS
Sodio (Na) 2.69 mEg-g/L EPA 273.1 FAAS
Potasio (K) 0.07 mEg-g /L EPA 258.1 FAAS
Amonio (NH,") <0.01 mEq-g/L | UNE 77028:1983 Volumétrico
Cloruro (cr) 3.18 mEg-g /L SM 4500 CI-B Argentométrico
Sulfato (s0.%) 3.37 mEg-g /L EPA375.4 Turbidimétrico
Nitrato (NOy') 0.36 mEg-g /L MEA - 001 Colorimétrico
Carbonato (C0;%) <0.02 mEg-g /L SM 2320 B Volumétrico
Bicarbonato (HCO,") 4.03 mEg-g /L SM 23208 Volumétrico
Fésforo (HPO,") <0.01 mEg-g /L SM 4500-P B.E Colorimétrico
Cobre (Cu) <0.01 ppm EPA 220.1 FAAS
Zinc (zn) <0.01 ppm EPA 289.1 FAAS
Manganeso (Mn) 0.03 ppm EPA 2431 FAAS
Hiemro (Fe) <0.01 ppm EPA 236.1 FAAS
Boro (B) 0.54 ppm 1SO 9390 : 1990 Colorimétrico
R.A.S. 1.35 MEA - 002 Calculo Matematico

DONDE:

RAS.  :Relacitn ds Adsorcién de Sodio.
pom tmgiL

MEA  :Método propio del Laboratonio.

FAAS  :Espectromeia de Absorcion Atomica

NOTA:
1:Los sélo a la muestra indicada.
2: Se prohibe la reproduccién parcial o total del presente informe sin la autorizacién del Laboratorio de Quimica Agricola.

MSc. Quim. Alexis Saucedo Chacén
JEFE DEL LABORATORIO

MSc. Agr. Julio Castro Lazo
DIRECTOR DEL LABORATORIO

Promotora de Obras Sociales y de Instruccién Popular
Panamericana Sur Km. 144, San Vicente de Cafiete, Lima - Pera
Teléfono: (511) 581 2261 1 Celular: 991 692 563

Email: laboratorio@vallegrande.edu.pe | Web: www.vallegrande.edu.pe
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Anexo 13: Informe de analisis de la rizosfera de palto Hass

por LASPAF-UNALM

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

INFORME DE ANALISIS ESPECIAL EN SUELO

SOLICITANTE : MARIA BELEN BALTA BLANCO

PROCEDENCIA : ICA/ CHINCHA/ EL CARMEN/ SAN JOSE

REFERENCIA : H.R.82518
BOLETA : 6534
FECHA 1 29/04/2024
Numero Muestra N N P P c Pb Cd
Lab Claves total Nitrico total disp. total total
% ppm ppm ppm % ppm ppm
2481 1 0.10 11.44 1343 36.30 2.06 43.51 1.25
2482 2 0.09 4.08 1291 32.91 1.60 43.46 1.24
2483 3 0.08 3.35 1448 33.33 1.33 43.45 1.26
2484 4 0.09 4.87 1331 32.91 1.86 43.71 1.25
2485 5 0.08 2.35 1290 33.33 2.06 42.64 1.19
2486 6 0.09 0.57 1359 37.15 2.13 44.51 1.25
2487 7 0.07 12.17 1364 34.61 1.86 44.17 1.20
2488 8 0.06 3.88 1395 34.61 1.53 43.93 1.23
2489 9 0.07 6.33 1452 35.45 1.73 44.47 1.25
2490 10 0.09 0.96 1434 35.45 1.66 44.78 127
2491 11 0.07 12.17 1371 29.83 1.26 42.54 1.19
2492 12 0.07 1.29 1402 35.45 1.13 45.55 1.30
2493 13 0.08 9.32 1424 35.88 1.73 46.90 1.26
2494 14 0.08 1.6. 1424 34.61 1.53 43.39 1.26
2495 15 0.07 " 6.7, 1441 32.91 1.40 45.25 1.26
2496 16 0.08 3.22 1440 34.61 1.60 44.85 1.28
2497 17 0.07 12.56 1436 35.45 1.13 43.59 1.23
2498 18 0.08 1.29 1471 34.61 1.40 45.44 1.30

a. Lily Tello Peramés
lefa del Laboratorio

Av. La Molina s/n Campus UNALM
Telf.: 614-7800 Anexo 222 Teléfono Directo: 349-5622
Celular: 946-505-254
e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe
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Anexo 14: Visualizacion adicional de indices de diversidad de

Simpson y Shannon

Simpson Diversity Index by Timepoint
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Anexo 15: Abundancias relativas de especies microbianas

beneficiosos y patogenas

Normalized Relative Abundance (%)

Normalized Relative Abundance (%)
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NC

Bradyrhizobium diazoefficiens
Bradyrhizobium erythrophlei
Bradyrhizobium sp. BWA-3-5
Bradyrhizobium sp. CCBAU 051011
Bradyrhizobium sp. NP1
Methanocorpusculum labreanum
Methanoculleus bourgensis
Methanospirillum hungatei
Methanothrix soehngenii
Methanothrix sp.

Streptomyces venezuelae

Streptomyces sp. NA13

Species

Pseudomonas aeruginosa

Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii
Listeria welshimeri

Salmonella enterica

Shigella flexneri

EEEEEEEEE

Streptomyces durmitorensis
Saccharomyces cerevisiae
Candidatus Nitrososphaera gargensis
Rhodopseudomonas palustris
Variovorax paradoxus
Thiocapsa bogorovii
Thiocapsa sp.

Cupriavidus pauculus
Cupriavidus taiwanensis
Limosilactobacillus fermentum
Nitrospira japonica
Rhodoplanes sp. Z2-YC6860

. Escherichia coli

Pseudomonas guangdongensis . Escherichia albertii

Pseudomonas wenzhouensis . Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

. Romboutsia ilealis

Sorangium cellulosum

Pseudomonas sp. J452
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Anexo 16: Cambios en el pH y conductividad eléctrica

Anexo 16A: Cambios en el pH del suelo de la rizésfera de palto y savia vegetal a lo largo de
los 19 dias de experimentacion para los 6 tratamientos con biol. 1 = fertirriego inorgénico
sin biol, 2 = fertirriego inorganico + biol 100%, 3 = fertirriego inorganico + biol 25%, 4 =
fertirriego inorgéanico + biol 200%, 5 = fertirriego inorganico + biol 25% + bioestimulante

Simbio, 6 = solo biol.
pH en la savia vegetal en funcion de los dias después del tratamiento pH en el suelo en funcién de los dias después del tratamiento
55 Tratamiento Tratamiento
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Anexo 16B: Cambios en la conductividad eléctrica (mS) del suelo de la rizésfera de palto y savia
vegetal a lo largo de los 19 dias de experimentacion para los 6 tratamientos con biol. 1 = fertirriego
inorganico sin biol, 2 = fertirriego inorganico + biol 100%, 3 = fertirriego inorganico + biol 25%, 4
= fertirriego inorgéanico + biol 200%, 5 = fertirriego inorgénico + biol 25% + bioestimulante Simbio,
6 = solo biol.

Conductividad en la savia vegetal en funcion de los dias después del tratamiento Conductividad en el suelo en funcion de los dias después del tratamiento
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Anexo 17: Analisis de Correlacion Canonica (CCA) por puntos

temporales individuales

CCA Linea base
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