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CARACTERIZACION DEL PROYECTO.

1. Lineas de Accion.

Caracterizaciéon de la diversidad microbiologica de suelos cafieros



Desarrollo humano sostenible con el apoyo a procesos dinamizadores e
innovadores de la economia potenciando el desarrollo de sectores clave y

el estimulo al comercio exterior

2.Entidad local cubana responsable.

Nombre y Direccion: Grupo Empresarial AZCUBA Calle 23y P,
Vedado, La Habana, Cuba

Nombre del responsable y sus funciones: Dra. Dolores del Rosario
Pifibn Gémez, Jefe de Proyecto. Académica e investigadora Titular.

2. Objetivo General.
Evaluar la diversidad microbiolégica de los suelos cafieros en Cuba

y su posible relacion con la fertilidad.

3. Objetivos Especificos
Caracterizar la microbiota presente en la rizosfera de la cafia de azlicar y
su actividad metabdlica en suelos fertilizados con diferentes dosis de

nitrégeno.

Evaluar las posibles relaciones existentes entre la presencia y composicion
de los microorganismos en la rizosfera con las variables fisico- quimicas

del suelo, meteorolégicas y el rendimiento agroindustrial del cultivo.

Determinar la posible utilidad de la biodiversidad de microorganismos de la
rizosfera o de su actividad metabdlica como indicador de la calidad del

suelo (especialmente de su fertilidad).

4. Presupuesto inicial: 20 000.00 USD



Fecha de inicio de proyecto: enero 2021

Fecha de finalizacion de proyecto: diciembre 2022

Los cambios fundamentales que ejerceran los resultados de este proyecto estan
dados en:

1. Conocimiento de las bases cientificas de la diversidad microbiana de los
suelos vy fertilidad lo que podrd contribuir a la disminucion de la

contaminacion del medio ambiente por el uso de agroquimicos.

2. Definicion de fundamentos cientificos sobre nuevos indicadores de la
calidad del suelo que podran contribuir al perfeccionamiento de los criterios

agricolas sobre este recurso natural.

3. Mejor formacion integral de investigadores, técnicos y productores

relacionados con los suelos y su productividad agricola.

Periodo del informe: El informe comprende todo el periodo de desarrollo del
Proyecto, desde el inicio del mismo hasta su culminacién con ajustes de

tiempo debido a la pandemia de la covid19 .



INFORME TECNICO

Historicamente para garantizar buenos rendimientos en los cultivos, los
agricultores a nivel internacional han aplicado fertilizantes minerales de forma
indiscriminada, lo que ha conducido a una contaminacion de los mantos freaticos
por eutrofizacion de los mismos (por ejemplo, el nitrdgeno no utilizado es lixiviado)
lo cual pone en peligro la salud humana y animal por contenidos de nitratos en el
agua por encima de los valores normalmente tolerados.

Durante muchos afios en Cuba la fertilizacion de los suelos con productos
minerales en cafia se ha realizado a través de férmulas fijas de nitrégeno, fésforo
y potasio que no garantizaba la aceptada contribucion al suelo de estos nutrientes
minerales, y trajo como consecuencia que una buena parte de los nutrientes
aplicados no hayan sido asimilados por las plantas provocando la contaminacion
del medio ambiente, ya que estos residuos han permanecido en los mantos
freaticos. En otros casos los nutrientes aplicados eran deficitarios con relaciéon a
las necesidades de las plantas generando detrimento en los rendimientos agricolas
e industriales.

Actualmente en Cuba y en particular para la cafia de azucar existe un Servicio de
Recomendaciones de Fertilizantes (SERFE) que, basado en analisis quimicos de
los suelos, recomienda las dosis de fertilizantes a aplicar. Sobre estos datos se
calcula la cantidad de fertilizantes que el pais debe comprar, casi en su totalidad
de importaciéon y a altos costos. Unido a esto, la poca sincronizaciéon entre la
aplicacion de los fertilizantes minerales y la demanda en tiempo y espacio de este
elemento por la cafia de azlUcar implica también pérdidas econémicas ya que otra
parte de esos fertilizantes se volatiliza, causando dafios al ambiente.

Los algoritmos actuales de fertilizacion, no tienen en cuenta la accién que los
microorganismos del suelo pueden tener sobre la nutricion de las plantas y hoy en
dia existen varias interrogantes que no tienen respuesta. Tal es el caso de la no
respuesta a la fertilizacion nitrogenada de cepas de cafa planta; se ha detectado
por ejemplo, en 451 experimentos relacionados con la eficiencia de la fertilizacion
de nitrdgeno mineral en cafia de azucar, que el 65 % de ellos no tiene respuesta a

este tratamiento. Por otra parte, existe una marcada diferencia entre las respuestas



productivas de diferentes cepas del cultivo a este tipo de fertilizacion. Existe en
nuestros dias un insuficiente conocimiento sobre la interaccion de los cambios del
clima con la vida biolégica del suelo y con otros microorganismos de interés
(fitopatdégenos o benéficos) que habitan en las plantas.

Lo antes mencionado demanda de estrategias encaminadas a mejorar la eficiencia
de la nutricién del cultivo con la incorporacién de nuevos criterios basados en los
beneficios que pueden aportar los microorganismos del suelo, reducir los costos y
el impacto negativo en los agroecosistemas de la fertilizacion con agroquimicos a
favor de la sostenibilidad agricola y ambiental. En esta direccion el estudio de
comunidades microbianas que comparten un nicho especifico o microbiota
(Lederberg y McCray, 2001) ha ido en constante aumento a lo largo de los afios.
Este aumento responde al desarrollo de las tecnologias de secuenciacién masiva,
las que con el paso del tiempo han obtenido un mayor rendimiento y han bajado
considerablemente los costos (Metzker, 2010; Mardis, 2011).

Los microorganismos que estan asociados a las plantas, especificamente a las
raices componen la rizosfera o la microbiota de las raices.. Esta rizosfera es capaz
de favorecer la habilidad de las plantas para capturar agua, nutrientes y fuentes de
carbono generando un nicho estable de microorganismos (Qin et al., 2016; Soussi
et al., 2016; Otlewska et al., 2020).

Debido a lo anterior, es de interés evaluar la composiciébn de estos
microorganismos con el fin de dilucidar cuales de ellos podrian jugar un rol central
en el crecimiento y/o el rendimiento de la planta de cafia de azUcar

La experiencia actual en Cuba sobre los estudios de microbiologia de suelos son
escasos, se utlizan las técnicas tradicionales de cultivo in vitro de los
microorganismos y otras que enlentecen y entorpecen los tiempos en la obtencién
de los necesarios resultados esperados y su contribucion a la eficiencia de cultivos
agricolas.

Los elementos antes expuestos tienen entre sus causales el no contar con una
metodologia cientificamente argumentada que determine la influencia de la
microbiota del suelo sobre la fertilidad de éste y sobre la nutriciéon de las plantas,

la carencia de personal preparado asociado al desarrollo de las tecnologias



modernas (biologia molecular aplicada al suelo) para abordar esta tematica debido
a su complejidad en un escenario cambiante del clima.

Todo lo anterior deriva en que los criterios actuales para la fertilizacion de los
suelos continlan basdndose en algoritmos que tienen en cuenta los elementos
quimicos y no considera la influencia de los microorganismos que viven en €l y

gue pueden tener una incidencia vital en estos procesos.
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Resultados

Para la obtencion de los resultados planificados se utilizo el experimento que se

describe a continuacion e identificado como UNPK-6

Descripcion del experimento UNPK-6 con diferentes niveles de nitr6geno,

fosforo y potasio

El experimento UNPK-6 forma parte de la base experimental del proyecto Evolucion
de la fertilidad del suelo a largo plazo bajo diferentes tipos de usos y manejo,
aprobado para su desarrollo por el Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente
y que se encuentra en ejecucion. Esta localizado en el Bloque Experimental de la
Estacion de Investigaciones de la Cafia de Azlcar de la provincia Santiago de Cuba,
ubicado a 300 m al norte de la tarja que marca el km 921 de la Carretera Central
direccibn Habana—Santiago de Cuba, en las coordenadas 20°22°06.97'N y -76°
01°89.31" W, proximo al poblado del Central Dos Rios (Fig.1). Este experimento se
planté con el objetivo de determinar el efecto de diferentes combinaciones de dosis de
nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K) sobre el rendimiento agricola de la cafia de
azlcar y sus componentes, bajo las condiciones edaficas de los suelos Pardo con
carbonatos plastogénico de la parte suroriental de Cuba acorde a la clasificacién Soll
Taxonomy (de Estados Unidos) segun Hernandez et al.( 2006) y World Reference
Base (I USS Working Group, WRB, 2008). La plantacion inicial del ensayo se realizé el
8 de octubre de 1998 (24 afios) y la fertilizacion se realizo a los quince dias posteriores
a la cosecha del experimento, con dosis Unica de fertilizantes, sin fraccionamiento. La

variedad actual es la C8612 (cepa segundo retofio).
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Figura 1. Ubicacion satelital del experimento

Para esta investigacion se seleccionaron los tratamientos descritos en la Tabla 1

Tabla 1. Tratamientos seleccionados con diferentes niveles de fertilizantes

Caracteristica muestras

Tratamiento* NPK (kg ha) _ .
rizomaticas
| Test No Po Ko Blanco
- No Po Ko Testigo (sin presencia de rizoma)
Il Test-N No P25 Kso Aplicacion nula de nitrégeno
[l Nso P2s Kso Aplicacion baja de N
\Y, N1oo P25 Kso Aplicacién media de N
V N1so P25 Kso Aplicacién alta de N




VI N20o P25 Kso Aplicacién muy alta de N
X Nso P1oo Kso Concentrado en P

XV Nso P25 Kzoo Concentrado en K

N (Nitrégeno), P (Foésforo) y K (Potasio). Medidas tomadas en kilogramos por

hectarea (kg ha?)

RESULTADO PLANIFICADO |: Caracterizacion de la biodiversidad de los

suelos bajo diferentes dosis de fertilizantes quimicos.

Para la caracterizacion de la diversidad microbiana de los suelos se incluyeron tres
variantes de muestras de suelo (un testigo de suelo no rizomético y otras dos con
dosis altas de fésforo (X) y potasio (XV) respectivamente ademas de las variantes
con diferentes dosis de nitrégeno y el testigo

Se obtuvieron muestras rizomaticas de tres plantas por tratamiento. Para cada
tratamiento y condicion colectada, se consideré un total de tres réplicas,
obteniendo un total de 27 muestras.

Las muestras se tomaron de las parcelas centrales del experimento para eliminar
efecto de borde segun los protocolos publicados por Edwards y colaboradores
(Edwards et al., 2015). Las plantas de cafia de azlcar fueron removidas de cada
punto de extracciéon con una pala y con el uso de guantes apropiados para cada
extraccion, dejando las raices expuestas. Estas se sacudieron levemente para
eliminar el exceso de suelo, y luego se colectd la fraccion adherida a las raices
haciendo uso de materiales estériles para cada planta (Figura 2)

Se obtuvo como minimo 1.0 g de suelo rizosférico por planta. Este contenido

fue depositado en tubos falcon de 15.0 ml estériles, rotulados y luego
almacenados en un contenedor con hielo hasta el laboratorio para su posterior

procesamiento.
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Figura 2. Recoleccion de muestras de rizésfera de

cafia de azucar en el campo experimental

2.2.3 Extraccién de ADN

El suelo rizosférico de cafia de azucar almacenado en tubos de 15mL se sometio
a extraccion de ADN total con el kit DNeasy PowerSoil (Qiagen). La concentracion
del ADN extraido se midié usando Qubit dsDNA HS Assay Kit en un fluorémetro
Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific). EI ADN extraido cumplio con una
concentracion mayor o igual a 4.0 ng puL*? para la creacion de librerias y su
secuenciacion masiva (Apéndice ).

2.2.4 Secuenciacion de ADN rizosférico de las muestras

La preparacion de librerias gendmicas y la secuenciacion de las regiones
ribosomales hipervariables V3-V4 e ITS fue realizado utilizando la tecnologia de
secuenciacion masiva lllumina Miseq, servicio provisto por Austral-Omics
perteneciente a la Universidad Austral de Chile (Valdivia, Chile). Un resumen del

protocolo utilizado se describe a continuacion.

11



= |nicialmente, las muestras de ADN fueron nuevamente cuantificadas

mediante fluorometria usando el fluorémetro Qubit 4.

» Luego, se verifico la calidad del ADN total extraido usando geles de agarosa
2.0%.

» Para la elaboracion de las bibliotecas, se sigui6 el protocolo basado en el
lllumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, utilizando
partidores para el gen del ARN ribosomal 16S y la region Internal Transcribed

Spacer, ITS usando los siguientes partidores:

a. 16S (reqgidon V3-V4):
Forward: 5'CCTACGGGNGGCWGCAG 3
Reverse: 5'GACTACHVGGGTATCTAATCC 3'

(Klindworth, A., Pruesse, E., Schweer, T., Peplies, J., Quast, C., Horn, M.,
& Glockner, F. O. (2013). Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene
PCR primers for classical and next-generation sequencing-based diversity

studies. Nucleic acids research, 41(1), el-el.).

b. ITS (ITS1-ITS2):
Forward: 55CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3'
Reverse: 5’GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3

(Orgiazzi, A., Lumini, E., Nilsson, R. H., Girlanda, M., Vizzini, A., Bonfante,
P., & Bianciotto, V. (2012). Unravelling soil fungal communities from
different Mediterranean land-use backgrounds. PloS one, 7(4), e34847).
= La secuenciacion fue realizada usando el Kit Miseq Reagent Kit v3 600-
cycles (2x250 pair-end).
Al término del proceso de secuenciacién se obtuvieron un total de 2,238,092 y

2,974,873 lecturas, para 16S e ITS, respectivamente.

12



Anadlisis de datos, bioinformatica y asignacion taxondémica

Los archivos fastqs suministrados por Austral-Omics fueron procesados haciendo
uso de amplicon sequence variant en DADA2 (Callahan et al., 2016). Las lecturas
se recortaron a 240 pb y su calidad se establecié y mantuvo en PHRED 20. Las
nuevas secuencias unificadas (Amplicon Sequence Variant; ASV) y MAFFT se
usaron para realizar el alineamiento multiple (Katoh y Standley, 2013). El arbol
filogenético de méxima verosimilitud (ML) se infiri6 con FastTree (Price et al.,
2010).

Las abundancias, la taxonomia, la filogenia y los metadatos de ASV se integraron
en un objeto phyloseq para analisis posteriores con el paquete Phyloseq v1.38.0
(Mc Murdie y Holmes, 2013). Se aplicaron filtros de control de calidad (Callahan et
al., 2016). Se excluyeron los siguientes: i. Muestras con < 1,000 lecturas; ii. ASV
no asignados; iii. Muestras en las que el numero medio de lecturas por taxén fue >
1.0 e® y iv. ASV no detectadas mas de dos veces en = 10.0% de todas las
muestras

A las muestras testigo (suelo sin rizosfera ) y blanco rizosférico (sin aplicacién de
fertilizante), se les identificaron las taxas presentes. Estas taxas, luego fueron
eliminadas a las demas muestras para conservar la microbiota bacteriana y la
micobiota pertenecientes GUnicamente a los tratamientos analizados (Tabla 1).

La disimilitud de la diversidad-B (Jaccard, Bray-Curtis y UniFrac filogenético
ponderado y no ponderado) para las muestras, se evalué mediante el andlisis de
coordenadas principales. Cada indice se comparé mediante un andlisis de
varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) en el paquete "vegan" v2.5-
7 en R (Oksanen et al., 2007) utilizando la funcion adonis2 directamente basada
en el algoritmo de Anderson (Anderson, 2001). Se determind la importancia para
10,000 permutaciones.

Para evaluar la microbiota bacteriana y micobiota del rizoma de cafia de azulcar,
también se utilizaron métricas para revelar las diferencias entre los diferentes

tratamientos estudiados. Para ello se utilizo el analisis de diversidad-p3.

Resultados
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Las asignaciones taxondémicas a nivel de 16S se realizaron a nivel del reino
(100.0%), filos (phylum en inglés) (100.0%), clase (100.0%), orden (100.0%),
familia (100.0%) y género (100.0%). En 16S se obtuvieron 2,722 ASVs
identificados post-filtros en 21 muestras, con una media 10,052 lecturas y un
promedio de 10,426 lecturas por muestra (Apéndice 2). La microbiota de la
rizosfera de la cafia de azulcar estuvo principalmente compuesta por los filos
bacterianos (>1.0%) Acidobacteriota (26.7%), Actinobacteriota (19.1%),
Proteobacteria (16.2%), Firmicutes (15.1%), Myxococcota (5.3%), Plantomycetota
(4.7%), Methylomirabilota (3.0%), Gemmatimonadota (2.3%), Chloroflexi (2.0%) y
Bacteroidota (1.6%:;) (Figura 3)

Very high in potassium -

Ml
I

Phosphorus concentrate - .:I
Phylum
1 Acidobacteriota
Very high nitrogen application - Actinobacteriota
.:I II Proteobacteria
Firmicutes
Myxococcota

High Nitrogen Application =
¥ Planctomycetota

' ' ' 1
0.00 0.25 0.50 1.00

.

Methylomirabilota
Gemmatimonadota
Average Nitrogen Application = Chloroflexi
Bacteroidota

other

Low Nitrogen Application =

=

Zero nitrogen application =

Figura 3. Composicion de la microbiota bacteriana asociada con tratamiento.
El grafico de barras muestralos 10 filos bacterianos mas abundantes

y sus respectivas abundancias relativas.

14



Los resultados indicaron que las plantas de cafia de azUcar sometidas a diferentes
tratamientos de fertilizacion, no presentaron cambios composicionales en las
bacterias presentes en el rizoma. Esto se comprobd con los valores obtenidos en
el andlisis permutacional multivariado de varianza usando matrices de distancia
(PERMANOVA) para el amplicon 16S, que presentd en composicidon/abundancia
asociado a distancias filogenéticas (Unifrac p = 0.3114), composicion asociado a
distancias filogenéticas (Wunifrac p = 0.8041), composicidn/abundancia (Bray-

Curtis p = 0.9388) y composicion (Jaccard p = 0.941) (Figura 4 ).

Treatment

® Average Nitrogen Application
High Nitrogen Application
Low Nitrogen Application

Phosphorus concentrate

PC2 [21.1%]
e O o o

Very high in potassium
Py Very high nitrogen application

-20 ® Zero nitrogen application

40

60 -40 -20 0 20
PC1 [48.6%]

24 samples & 20 taxa (Phylum). PCA tax_transform=identity dist=jaccard

Figura 4. Gréafica de anélisis de coordenadas principales de muestras por tipo
de tratamiento amplicon 16S. Prueba de analisis de varianza multivariant
permutacional (Adonis) Pr (> F) =0.941; 10.000 permutaciones.
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Resultados de micobiota

En el caso de ITS, las asignhaciones taxonomicas también se realizaron a nivel del
reino (100.0%), phylum (100.0%), clase (100.0%), orden (100.0%), familia
(100.0%) y género (100.0%).

Se obtuvieron 931 ASVs identificados post filtros en 21 muestras, con una media
2,053 lecturas y un promedio de 3,147 lecturas por muestra (Apéndice.l). La
micobiota de la rizosfera de la cafia de azlcar estuvo compuesta, en promedio, por
los filos (>1.0%) Ascomycota (66.2%), Basidiomycota (21.9%), Mortierellomycota
(6.3%), Glomeromycota (2.3%), Chytridiomycota (1.5%) y Kichxellomycota (1.4%)
( Figura 5).

Very high in potassium - - I
Phosphorus concentrate - -II
Phylum
p__ Ascomycota
. p__Basidiomycota
p__Mortierellomycota
. p_ Glomeromycota
High Nitrogen Application - p_ Chytridiomycota
. p__ Kickxellomycota
p__Rozellomycota
. p__Mucoromycota
p__Calcarisponiellomycota
F : . p__Basidiobolomycota
Low Nitrogen Application = . IJ
Zero nitrogen application = - I
L] 1 L]
50 0.75

L}
0.00 025 0.

Wery high nitrogen application -

Average Nitrogen Application =

1.00

Figura 5. Composicion de la micobiota asociada a los tratamientos evaluados.
El grafico de barras muestra los 10 filos asociados a hongos mas

abundantes y sus respectivas abundancias relativas.
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Los filos que mostraron abundancia diferencial, estadisticamente significativa,
entre los tratamientos fueron los géneros Groenewaldozyma, familia
Saccharomycetaceae, género Issatchenkia y género Zygoascus (Kruskal-Wallis; p
> 0.01). Las taxa Saccharomycetaceae e Issatchenkia se encontraron mas

enriquecidos en los tratamientos con muy alta fertilizacion de nitrégeno (Figura 6).

De la misma forma los géneros Groenewaldozyma y Zygoascus se encontraron

mas enriquecidos en el tratamiento clasificado como alto en nitrogeno ( Figura 6).

g__ Zygoascus | }—‘—|

|

Treatment
g__ Groenewaldozyma 4

— — Very high in potassium
E Zero nitrogen application

— Low Nitrogen Application
— Average Nitrogen Application
— High Nitrogen Application
1 — Very high nitrogen application

g Issatchenkia 5 . Phosphorus concentrate

o

' 1
f__Saccharomycetaceae l }—‘—{
0000 0005 0010 0015 320 3.25 330 3.35
relative abundance Logys(LDA)

Figura 6. Hongos con abundancia diferencial entre tratamientos.
Prueba a nivel de género (Kruskal-Wallis; p > 0.01).
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En el caso de la micobiota, los andlisis de diversidad- presentaron diferencias
estadisticamente significativas, tanto en composicion/abundancia asociado a
distancias filogenéticas (Unifrac p <= 0.01), como en composicién y abundancia
(Bray-Curtis p <= 0.01) y en composicion (Jaccard p <= 0.05). Mientras, en
composicién asociado a distancias filogenéticas (Wunifrac p = 0.2057), no se

obtuvo significancia estadistica (Figura 7).

Treatment

® Average Nitrogen Application
High Nitrogen Application
Low Nitrogen Application

Phosphorus concentrate

PC2 [46.8%)]
a & & @

ery high in potassium
Very high nitrogen application

® Zero nitrogen application

L ]
B0 30 D 30 60
PC1[49.5%)

24 samples & 10 taxa (Phylum). PCA tax_transform=identity disi=jaccard

Figura 7. Gréfica de andlisis de coordenadas principales de muestras por tipo
de tratamiento amplicon ITS. Prueba de analisis de varianza multivariante

permutacional (Adonis) Pr (> F) <= 0.05; 10.000 permutaciones.

RESULTADO PLANIFICADO II: Determinacion de las variables fisico quimicas

del suelo y meteoroldgicas de la localidad experimental

18



En los mismos puntos de muestreo referidos en el acapite anterior se tomaron cinco
submuestras ( 20 cm de profundidad) las que fueron mezcladas para formar una
muestra unica de 1 kg de suelo por tratamiento. En el momento de la toma de
muestras, se midieron la temperatura y humedad del suelo a 20 cm de profundidad

con higrometro IMIKO, de procedencia japonesa.

Las determinaciones de las variables fisico quimicas del suelo se realizaron en el
Laboratorio de Analisis Quimico de Suelo, Agua y Tejido Vegetal. Los métodos
empleados, fueron los establecidos por el Manual de Procedimientos para
Laboratorios de Analisis Quimico del Instituto de Investigaciones de la Cafia de
Azucar (INICA, 2000).

Las variables analizadas fueron: Fosforo y Potasio asimilables, pH H20 y KCI,
cationes cambiables (Calcio, Magnesio, Sodio y Potasio Extraccién con NH4Ac 1

mol/L, pH 7) y materia organica.

Para las determinaciones de los componentes del rendimiento industrial se
evaluaron: Pol en jugo, en cafa, Brix calculado y pureza acorde a lo descrito en el
Manual de Procedimientos de Métodos Analiticos para Azucar Crudo (Pérez y
Fernandez, 2006).

El rendimiento agricola por parcela se determiné con el pesaje directo de la
produccion de cafia al momento de la cosecha, mediante dinamometro conectado
a una alzadora (Figura 8). La produccion de cafia de cada parcela se dividié entre

el area (0.48 m2) y se realiz6 la conversién a hectareas.

Los valores obtenidos de estas variables fueron empleados para su relacién con la

actividad respiratoria y analisis de la diversidad biologica
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Figura 8. Cosecha del experimento y medicion del rendimiento

agricola por pesaje

RESULTADO PLANIFICADO llI: Postular posibles indicadores biologicos de la

calidad del suelo.

Fueron evaluados los 6 tratamientos con diferentes dosis de fertilizacion
nitrogenada con fondo fijo de fésforo y potasio expuestos en la Tabla 1 ( T1
NoPoKo, T2 NoP2sKso, T3  NsoP2sKso, T4 Nioco P2sKso, TS5 NisoP2sKso, T6
N200P2s5Ksp).Las mediciones de la respiraciéon microbiana (R) se realizaron en el
laboratorio de Fitopatologia de la ETICA Santiago de Cuba. Se determind por el
método de incubacién en medio cerrado inducida por sustrato (Anderson y Domsch,
1978; Haney et al.,, 2008; Guerrero et al., 2012) previo a trabajos de
estandarizacion de la técnica. La respiracién microbiana se midié en tres momentos:
a los cuatro, ocho y doce meses de edad de la planta (M1, M2 y M3 que
corresponden a los meses de agosto, noviembre-2021 y febrero-2022
respectivamente); en este Ultimo momento se realizo la cosecha del experimento.

Las muestras de suelo fueron secadas al aire y desmenuzadas con rodillo.
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Las unidades experimentales fueron frascos plasticos con tapas, a las que fueron
adicionadas 50 g de suelo, humedecidos hasta el 50 % de la capacidad total de
retencion de agua (CTR-H20), y un gramo de sacarosa. En el interior de los frascos
plasticos y encima de las muestras de suelo se ubicaron tubos de ensayos de 20
mL, con 5 mL de solucién colectora de NaOH 1 mol/L. Cada unidad experimental
se replicé dos veces. Se prepararon dos recipientes controles por cada muestra

(blancos) sin adicion sacarosa. Las unidades experimentales se incubaron a 30 °C.

Los frascos se abrieron cada 24 h'y se deposité la solucion colectora en erlenmeyers
de 100 mL. Esta solucién se valoré con HCI 1 mol/L, en presencia de tres gotas de
fenoftaleina al 1 %, luego de la precipitacidon de los carbonatos con 3 mL de BaCl2
0.5 mol/L. La respiracion microbiana se determind segun la ecuacion 1:
R=(B-M)2.2 (1)

donde:

R = respiracion microbiana en mg CO2

B = volumen de acido (HCI) necesario para titular el NaOH del promedio de los

blancos (en mL)
M = cantidad de &cido necesaria para titular el NaOH de la muestra (en mL)
2.2 es un factor (mL de acido gastado equivalentes a 2.2 mg de CO2)

La acumulacion de CO2 se establecié como la suma del CO2 producido durante

nueve dias. Se expreso en mg de CO2.

Se comprobd la normalidad y homogeneidad de la varianza de los datos originales
de las variables analizadas, mediante pruebas de Chi cuadrado y Bartlett-Box F y

no fue necesario realizar su transformacion.

Se realizaron analisis de varianza de clasificacion simple y prueba de Tukey (grupos
homogéneos) con la respiracion microbiana acumulada para todos los momentos
de muestreo, dias de incubacion (del uno al nueve), respiracion acumulada
promedio (mg de CO2) y conteo de bacterias totales (UFC/mL), por tratamientos.

Este analisis se realiz6 para la respiracion microbiana por tratamientos para cada
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uno de los momentos M1-M3 por separado y ademas se determind la interaccion

entre los momentos del muestreo y dias de incubacion.

Para establecer las principales relaciones entre variables, se comprobo la
dependencia entre conteo de bacterias totales (UFC/ml), respiracion microbiana y
conteo de bacterias totales (UFC/mL) por tratamientos. Se considerd6 una
dependencia moderada cuyo valor fuera igual o superior a 0.5 y menor a 0.7, y alta

cuyo valor fuera igual o superior a 0.7.

Se efectud analisis de Componentes Principales (ACP) con los datos de los analisis
fisico quimicos del suelo, componentes del rendimiento por tratamientos y variables
meteoroldgicas El paquete estadistico empleado en el procesamiento de los datos
fue STATISTICA version 8 (StatSoft, 2007).

Resultados

El analisis de varianza factorial (Tabla 2) para la variable respiraciéon microbiana
(mg CO2), pardmetro indicador de la cantidad de microorganismos en el suelo,
detect6 diferencias altamente significativas entre tratamientos, etapas fenoldgicas
del cultivo (4, 8 y 12 meses de edad) y la interaccion entre ambos. Existid una
respuesta diferencial de la respiracion microbiana acumulada por niveles de N y
etapas fenoldgicas del cultivo. La mayor fuente de variacién correspondié a los

tratamientos.

Tabla 2. Efecto de los tratamientos con diferentes niveles de N y etapas fenologicas
de la cafia de azucar sobre la respiracion microbiana y las interacciones entre

ambos.

Variable. Respiracion microbiana
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Fuentes de
variacion SS GL MS f p
Tratamientos (T) 499E+05 5.00E+00 9.98E+04 46.62 ***

Etapas fenoldgicas

(EF) 1.72E+05 2.00E+00 8.60E+04 40.17 ***
T.*EF . 1.22E+05 1.00E+01 1.22E+04 5.7 ok
Error 8.55E+02 0.90E+01 0.95E+01

SS. Suma de cuadrados. GL. Grados de Libertad. MS. Cuadrados Medios

p. Significacion *** diferencias altamente significativas para p <0.01

La existencia de diferencias altamente significativas en la interaccion respiracion
microbiana por tratamientos de N justifica la aplicacion del modelo AMMI (Figura
9), para explicar la interaccion detectada entre dosis de N y etapas fenoldgicas. La
representacion grafica Biplot muestra que los mayores valores de respiracion
microbiana se alcanzan en los 12 meses del cultivo para los tratamientos T1, T2,
T3 y T4, mientras que a los 8 meses del cultivo T5 alcanza el maximo de esta
variable. El tratamiento T6 es el de menores valores en todo el ciclo del cultivo.

14 67.6 % -—l
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06 |
04 | =T6
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o
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Figura 9. Representacion Biplot, AMMI del nivel de respuesta de los tratamientos
por etapas fenoldgicas del cultivo. Leyenda. M- etapas fenologicas del cultivo; T-

tratamientos.

El analisis de la dinAmica de la respiracion microbiana en funcion de las dosis de
nitrdgeno muestra una respuesta polinomica de segundo orden en todas las etapas
fenologicas del cultivo (Figura 10). Existen incrementos de la respiracion
microbiana en la medida que aumentan las dosis de N hasta los 150 kg/ha del
fertilizante. Dosis superiores a los 150 kg /ha de N para este tipo de suelo y las
condiciones de la investigacion estudio, inciden negativamente en el

comportamiento de esta variable.
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Figura 10. Comportamiento de la respiracion microbiana (mg CO:2) por

tratamientos en diferentes etapas fenoldgicas del cultivo

Segun las ecuaciones derivadas, los maximos valores de respiracion microbiana
obtenidos son de 308.10; 374.40 y 446.56 mg CO:2 por etapas fenoldgicas del
cultivo (4, 8 y 12 meses respectivamente). Las dosis maximas de N que coinciden
con estos valores respiratorios son: 99.8, 111.77 y 90.30 kg/ha de N

respectivamente, con un valor promedio de 100.6 kg/ha de N. Este valor concuerda
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con las recomendaciones de N referidas para retofio bajo las condiciones de Cuba
y otros paises carfieros para obtener rendimientos agricolas entre 90 — 100 ton ha
1 (Pablos, 2008; de Ledn et al., 2013).

El andlisis de correlacidon entre la respiracion microbiana y las variables
meteoroldgicas temperatura (°C) y precipitaciones (mm) mostré que existe una
relacion moderada con ambas variables, pero negativa en el caso de la primera 'y
positiva para la segunda. (Tabla 3). El comportamiento de la respiracion microbiana
fue modulado no sélo por las dosis de N sino también por variables meteoroldgicas,
aspectos que deben ser evaluados de conjunto para determinar la eficiencia de la

fertilizacion nitrogenada en cafia de azucar.

Tabla 3. Relacion entre la respiracion microbiana acumulada (mg CO32) con las

temperaturas y precipitaciones

adjusted
Variable X |Variable Y r R? R? p
Temperatura
Respiracién |suelo -0.76 0.57 0.14 0.45
Precipitaciones 0.64 0.41 0.17 0.56

El cuarto mes después de la cosecha, coincidié con el mes de agosto, calido
(segun clasificacién de Koppen del clima de Cuba) y el menos lluvioso dentro de
los momentos evaluados. La combinacién de temperaturas superiores a los 32 °C
y precipitaciones inferiores a los 60 mm influyeron de forma negativa en la
respiracion microbiana del tratamiento sin fertilizantes y los de mayores dosis de
N.

La Figura 11 muestra la dinamica de la respiracion microbiana promedio de todas
las etapas fenoldgicas y el rendimiento agricola en funcién de las dosis de
nitrogeno. Ambas curvas presentan similar respuesta con un maximo de sus

valores con una dosis de N promedio de 114.2 kg/ha. Este resultado demuestra la
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utiidad de la valoracion de los indicadores bioldgicos del suelo ante la

recomendacion de fertilizantes inorganicos.
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Figura 11. Relacién entre el rendimiento agricola y respiracion microbiana

Steciow (2000) afirm6 que se puede relacionar directamente la productividad de
los cultivos con la actividad microbiologica del suelo, ya que al proporcionar
condiciones Optimas para el desarrollo de la vida microbiana se puedan obtener
rendimientos satisfactorios con un mejor equilibrio del agroecosistema. La
presencia de determinado tipo de bacteria produce efectos positivos en el
crecimiento de las plantas. La aplicacibn combinada de microorganismos podria
generar una potenciacion o aumento de sus habilidades solubilizadoras
(Leaungvutiviroj et al. 2010). Este fendmeno demuestra que el estudio de
bioindicadores resulta sensible para determinar el grado de calidad y los cambios
ocurridos en la materia organica del suelo.

Con el comportamiento microbioldgico (unido a otras variables) se puede precisar
el grado de fertilidad del suelo y por ende su calidad. La relacion C/N, tiene también
un papel fundamental en este proceso, un valor de 8 se considera éptimo para una
buena mineralizacion de la materia organica (Bragado, 2017).

Existen microorganismos responsables de la solubilizacion de nutrientes como P y

K. Asimismo, el incremento en profundidad y superficie del sistema radical permite
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una mejor adquisicion del agua (Aung et al. 2018). El fosforo representa una
porcién importante de P organico en la biomasa de células microbianas presentes
en los suelos. Del fosforo presente en los microorganismos del 30 al 50 % esta en
el ARN (Pérez et al. 2012). Estos fosfatos pueden actuar como indice bioldgico
potencial de la disponibilidad de fosforo en los suelos (Guang-Can et al. 2008). Los
fosfatos solubles son absorbidos por la planta, lo cual mejora su crecimiento y
productividad. Al utilizar esas reservas de fosfato presentes en los suelos, se
disminuye la aplicacién de fertilizantes quimicos (Satyaprakash et al. 2017). Por su

parte el potasio regula la absorcion de CO: en las plantas.

Los resultados indican que hay una asociacién entre la respiracion microbiana, las
dosis de nitrogeno y el rendimiento agricola. La evaluacion de las interacciones
cafia de azucar microorganismos del suelo puede ser Gtil para identificar un nivel
optimo de fertilizacién, asi como nuevas fuentes de fertilizantes. Se enfatiza la
necesidad de avanzar en el conocimiento sobre el uso de la comunidad microbiana

del suelo en el manejo adecuado de sistemas agricolas.

La serie de datos por tratamientos, muestra el testigo absoluto sin fertilizantes y
las dosis mas altas de N (T1 y T6) ubicados en cuadrantes opuestos (Grafico 10).
El T6 con dosis superiores a los 150 kg/ha de nitrégeno se encuentra asociado a
las variables Pol-jugo, potasio y Carbono. En situaciones de saturacion, los
microorganismos comienzan a utilizar nitratos en vez de 02 para la
descomposicion de materia organica, lo que lleva a la desnitrificacion y pérdidas
de N2 en forma gaseosa. La relacion C/N, tiene también un papel fundamental en
estos procesos, siendo relaciones C/N de 8 las Optimas para una buena
mineralizacién de la materia organica (Bagrado, 2017). Se aprecia que dosis por
encima de 150 kg provocan afectacion de los indicadores microbiologicos
estudiados y la obtencion de menores rendimientos; lo que puede estar asociado
a una disminucion de los microorganismos como consecuencia de la aplicaciéon

continuada de altas dosis de este elemento, para éste tipo de suelo.
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Los tratamientos con dosis de 100 y150 kg /ha de N se asocian a la respiracion
microbiana, cantidad de bacterias totales, pH H20, MO %, cationes cambiables,
pol en cafa, rendimiento agricola, y a factores del clima, tales como, las
precipitaciones, temperatura (T) y humedad (H) del suelo en 20 cm. Las variables
antes mencionadas favorecen el incremento en los rendimientos agricolas e
industriales. De esta manera se puede relacionar de forma directa la productividad
de los cultivos con la actividad microbiologica del suelo, ya que proporcionando las
condiciones Optimas para el desarrollo de la vida microbiana se puedan obtener
los rendimientos satisfactorios con un mejor equilibrio del agroecosistema
(Steciow, 2000). La presencia de determinado tipo de bacteria produce efectos
positivos en el crecimiento de las plantas. Esto resulta promisorio en la medida que
la aplicacion combinada de microorganismos podria generar una potenciacién o
aumento de sus habilidades solubilizadoras (Leaungvutiviroj et al. 2010). Este
fendbmeno demuestra que el estudio de bioindicadores resulta sensible para
determinar el grado de calidad y los cambios ocurridos en la materia orgénica del
suelo. De esta forma, con el comportamiento microbiol6gico (unido a otros

pardmetros) se puede precisar el grado de fertilidad del suelo y por ende su
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Figura 12. Representacion del ambiente evaluado en el plano de los dos primeros

componentes principales

Los tratamientos 2-3, el primero sin nitrégeno y fondo fijo de P205 y K20 vy el
segundo con la dosis mas baja de nitrdgeno aplicada, se asocian a las variables
Pol-cafia y Brix y como era de esperar el nitrdgeno va en contra de la maduracion
de la cafa (Figura 12)

En general los resultados obtenidos apuntan a que existe una respuesta diferencial
de la respiracion microbiana acumulada por niveles de N, las etapas fenoldgicas del
cultivo y la interaccién entre ambos.

Existen incrementos de la respiracion microbiana en la medida que aumentan las
dosis de N hasta los 150 kg/ha del fertilizante. El valor maximo de respiraciéon
microbiana se obtiene con una dosis de N de 100.6 kg/ha como promedio.

Existe una relacion moderada entre la respiracion microbiana con la temperatura y

las precipitaciones, negativa en el caso de la primera y positiva para la segunda.
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Las dinamicas de la respiracion microbiana y el rendimiento agricola en funcién de
las dosis de nitrégeno presentan similar respuesta con un maximo de sus valores

con una dosis promedio de 114.2 kg/ha.

Relacion entre la micro y micobiota con las variables quimico fisicas,

respiracion microbiana y rendimiento agroindustrial

La evaluacién de la relacion de la microbiota bacteriana (asociada a bacterias y
arqueas (16S)) con las variables fisico-quimicas evaluadas, arroj6 que las
principales relaciones positivas se presentaron entre el P20s (r = 0.5) y la materia
organica (r = 0.4) asociados a Acidobacterias y Bacteroidotas, respectivamente.
Sumado a esto, las principales relaciones negativas fueron la pureza (r = -0.6) con
Acidobacterias, P20s (r = -0.5) con Actinobacteriota, pH (H20) (r = -0.5) con

Gemmatimonadota y Mg (r0.5) con Entotheonellaeota (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de rangos de correlacion de Spearman de la microbiotay
las variables fisicoquimicas

respectivas. Rango taxonémico a nivel de filo.
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En el caso de los hongos (ITS) las 17 variables fisico-quimicas fueron relacionadas
a través del indice de rangos de correlacion de Spearman con los diferentes filos
encontrados en la rizosfera de la cafia de azucar. Los resultados indicaron que filo
Mucoromycota fue uno de los que presento una relacion negativa moderada a las
concentraciones de Ca, Mg, Ky Na evaluadas (r = -0.5). No se evidenciaron otras

relaciones determinantes entre otras variables fisico-quimicas y filos (Figura 14).
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Figura 14. Analisis de rangos de correlacion de Spearman de la micobiota y
las variables fisicoquimicas respectivas. Rango taxondmico a nivel de filo




El estudio de los microorganismos asociados a las plantas ha ido en aumento durante los
altimos afios dada las multiples posibilidades que ofrece para mejorar el rendimiento de las
plantas. Por ejemplo, Hardoin y colaboradores descubrieron que las bacterias transmitidas por
las semillas podrian mejorar la aptitud del arroz (Hardoim et al., 2012).

La manipulacion de la microbiota de las plantas puede desencadenar rutas biosintéticas y de
sefializacion del huésped (Berg et al., 2016; Pascale et al., 2019); brindando oportunidades
para incrementar el rendimiento de las plantas, una mayor eficiencia en el uso de nutrientes y
una limitacion del uso de los fertilizantes quimicos y los gases de efecto invernadero
(Adesemoye et al., 2009; Berg, 2009; Singh y Trivedi, 2017; Ahmed y Hijri, 2021).

La composicion de la microbiota de la rizosfera de la cafia de azlcar esta pobremente
reportada. Sin embargo, estudios focalizados han establecido la microbiota relacionada con
cafia de azucar en otros tipos de suelo y variedades cafieras. La microbiota descrita por Pang
et al. (2021) en China, mostr6 un predominio de los filos Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteriodetes, Firmicutes, Cyanobacterias, Gemmatimonadetes y
Verrucomicrobia. En contraste, la microbiota descrita en este trabajo mostré predominios de
los filos Myxococcota, Plantomycetota y Methylomirabilota (Figura 3). Estas diferencias son
esperables, incluso en un mismo cultivo, y se pueden atribuir a diferentes factores como el
agua de riego (Loganathachetti et al., 2022), la acidez de los suelos (Li et al., 2022), asi como
otros factores de suelo. Por lo tanto, las caracteristicas particulares del suelo evaluado hacen

gue la microbiota sea diferente a lo reportado en otras investigaciones.

Las diferencias de composicién de microbiota también se han observado el cultivo del arroz.
Se ha visto que plantas que generan granos mas perfumados poseen cambios en la microbiota
rizosférica en comparacion con plantas cuyos granos no son perfumados (Dhondge et al.,
2022). Esto se debe a que la microbiota de las plantas con granos perfumados posee mayor
produccion de precursores de 2-acetil-1-pirrolina (2AP) el cual esta asociado al aroma. Un
futuro estudio, donde se comparen diferentes variedades de cafia de azucar podria dilucidar

cudles pudieran ser los microorganismos que confieren ciertas caracteristicas deseadas.
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En términos de microbiota y micobiota benéfica, o que tenga efectos significativos sobre el
rendimiento o propiedades industriales relevantes, se evidenci6 a través de los resultados la
presencia del género Myxococcota (Figura 3), el cual ha sido asociado a caracteristicas
fenotipicas deseables de frutas comerciales (Xiao et al.,, 2022). También, el género
Methylomirabilota (Figura 3) relacionado con la secrecion de &cidos organicos y compuestos
de aminoacidos para disminuir la contaminacion de metales pesados, como el cadmio (Zhu et
al., 2022). De la misma forma el género Bacillus reportado en numerosos estudios como un
microorganismos beneficioso para las plantas, como el arroz (Prasanna et al., 2009; Anas et
al., 2011; Mwajita et al., 2013; Gopalakrishnan et al., 2014).

Otro filo importante de hongo es Mucoromycotina, encontrado en muy baja abundancia (0.1-
0.3%) en los tratamientos con muy alta concentracion de nitrdgeno (Figura 5). Este tipo de
hongos provee a las plantas de nitrogeno y fosforo a cambio de carbono (Field et al., 2015;
Almario et al., 2022). Este hongo parece verse afectado negativamente por la presencia de
sales en el suelo (Spearman = -0.5; Figura 14). Esto sugiere que modulando las
concentraciones de sales en el suelo, aumentaria la abundancia relativa de este hongo, y
consecuentemente aportaria en el aumento de asimilacion de nitrégeno y fésforo por parte de

la cafia.

En contraste, cabe destacar que el orden Pleosporales (hongos) ha sido detectado dentro de
la micobiota. Este es un tipo de hongo relacionado principalmente con enfermedades en otro
tipos de plantas como el maiz y el trigo (Zhang et al., 2012; Liu et al., 2022), por lo que debe

ser tomado con atencién y consideracion en futuros estudios.

RESULTADO PLANIFICADO IV: Capacitacion y socializacion de resultados (evidencias
fotograficas).Se realizaron varias acciones de capacitacion y socializacion de los

resultados:

Taller de intercambios cientifico técnicos en la ETICA Santiago de Cuba con cientificos,
técnicos y productores asi como con dirigentes del municipio Palma Soriano y provincia

Santiago de Cuba

Dos seminarios técnicos con especialistas chilenos, mexicanos y cubanos en AZCUBA.


https://paperpile.com/c/VXUXxD/CZXON
https://paperpile.com/c/VXUXxD/wDWSe
https://paperpile.com/c/VXUXxD/wDWSe
https://paperpile.com/c/VXUXxD/llnY8+D3ZcB+21BVB+ACHfS
https://paperpile.com/c/VXUXxD/llnY8+D3ZcB+21BVB+ACHfS
https://paperpile.com/c/VXUXxD/Jcizb+xtbAD
https://paperpile.com/c/VXUXxD/Jcizb+xtbAD
https://paperpile.com/c/VXUXxD/6yM2f+e0rDE

Un seminario cientifico en el laboratorio Agroenergia de Chile
Encuentros técnicos con dirigentes, cientificos y personal administrativo del INICA

Video conferencia con la Agencia de Cooperacion de Chile sobre cooperacién cientifica

Chile_ Cuba, experiencias y aportes a partir de la ejecucion del presente proyecto.

Presentacion de tema de tesis doctoral y resultados parciales en la Universidad de

Oriente de la aspirante MSc.Mdnica Tamayo.

Tres publicaciones cientificas en diferentes fases de preparacion y entrega a revistas de

impacto. Presentacion de trabajo en el congreso Diversificacion 2020

Conclusiones

e Se determinaron los principales componentes de la microbiota tanto de bacterias como

hongos y sus abundancias relativas en el rizoma de las plantas de cafia de azucar

sometidas a diferentes tratamientos de investigacion de fertilidad en suelo Pardo con

carbonato plastogénico cultivado con cafia de azucar en la region de Palma Soriano,

Cuba. Los hongos, en lugar de las bacterias, podrian tener un rol esencial en la cafia de

azucar, ya gue poseen cambios significativos en su composicion y abundancia en funcion

de los diferentes tratamientos.

e Tanto en la microbiota como en la micobiota se detecté la presencia de microorganismos

benéficos. Aungue la presencia de ellos ha sido en baja abundancia, como el género

Bacillus (bacteria) o Mucoromycotina (hongo), los resultados sugieren que su abundancia

podria ser potenciada modulando algunos parametros quimicos de los suelos,

incentivando en consecuencia la incorporacion de nitrogeno y fosforo a la planta y su

correspondencia en términos de rendimiento.

e La actividad respiratoria del suelo pudiera considerarse un indicador biolégico de su
calidad por lo que sera necesario profundizar en las investigaciones sobre esta

variable.



Se sugiere evaluar nuevos tratamientos quimico-biolégicos que consistan en modular las
concentraciones salinas y potenciar la abundancia de Bacillus y Mucoromycotina en el suelo,
para evaluar la respuesta en términos de rendimiento por efectos simbidticos en la cafia de
azucar. Esto permitiria reducir la dependencia a fertilizantes de origen quimico y su
consecuente reduccién de costos, sin afectar negativamente el rendimiento de la cafia en

términos industriales.

INFORME ADMINISTRATIVO CONTABLE
1. Resumen de la situacion financiera.

Del presupuesto recibido que fueron 20 000 USD, se han ejecutado hasta el momento
17833 que constituye el 89.1 % de lo planificado.

Firma Directora proyecto Nombre: Dolores Pifion Gomez
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APENDICES

Apéndice 1. Cuantificaciéon de ADN de muestras rizoméaticas por fluorometria (Qubit 3).

Caracteristica

NPK (kg ha . Concentracion (ng
muestras Codigo muestra
Y S L)
rizomaticas
BA 24.8
No Po Ko Blanco BB 4.4
BC 19.0
TA 11.3
Testigo (sin presencia
No Po Ko ) B 7.92
de rizoma)
TC 6.38
NOA 52.0
Aplicacion nula de
No P25 Kso o NOB 20.1
nitrégeno
NOC 47.8
N1A 56.0
Nso P2s Kso Aplicacion baja de N N1B 44.0
N1C 42.1
N2A 47.4
N1oo P25 Kso | Aplicacion media de N N2B 28.1
N2C 28.2
N3A 15.3
Niso P25 Kso | Aplicacion alta de N N3B 30.8
N3C 31.0
N4A 48.2
Aplicacion muy alta de
N20o P25 Kso N N4B 68.4
N4C 53.0




P2-A 16.1
Nso P1oo Kso | Concentrado en P P2-B 26.3
P2-C 27.8
K4-A 26.0
Nso P2s Ksoo | Concentrado en K K4-B 54.0
K4-C 114.0

B (Blanco), T (testigo) N (Nitrégeno), P (Fosforo) y K (Potasio). Medidas tomadas en

kilogramos por hectarea (kg hal).



Apéndice.l. Lecturas crudas provenientes el proceso de secuenciacion para cada

amplicon.
NPK (kg ha .
D) Codigo muestra Lecturas brutas 16S Lecturas brutas ITS

BA 78,748 123,864
No Po Ko BB 77,775 121,828
BC 82,777 117,568
TA 88,167 117,895
No Po Ko B 65,084 112,372
TC 61,105 123,852
NOA 70,703 104,926
No P25 Kso NOB 89,660 95,629
NOC 88,145 109,241
N1A 74,721 108,304
Nso P25 Kso N1B 55,155 104,315
N1C 77,946 122,351
N2A 61,518 49,203
N1oo P25 Kso N2B 58,666 111,767
N2C 81,449 93,187
N3A 86,685 100,258
N1s0 P25 Kso N3B 81,644 93,201
N3C 76,766 84,521
N4A 95,810 70,109
N20o P25 Kso N4B 100,906 100,891
N4C 65,855 92,748
Nso P10o Kso P2-A 76,154 87,697




P2-B 79,790 85,862

P2-C 80,905 82,079

K4-A 74,563 107,383

Nso P25 Ksoo K4-B 67,222 130,591
K4-C 87,741 93,532

Total 2,085,660 2,745,174







