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1. RESUMEN

Las bacterias son componentes clave en el ciclo de nutrientes y la descomposicién
de la materia organica, sin embargo, se desconoce el efecto de las practicas de
manejo sobre las bacterias en un cultivo de Agave cupreata. En este estudio se
comparo el efecto de las practicas de manejo sobre los agaves y las comunidades
bacterianas. Se analiz6 el tamafio y salud de los agaves, las propiedades quimicas
del suelo de la zona de la raiz y, las comunidades bacterianas de la rizosfera y
enddfitas de la raiz mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA en seis
tratamientos: tres bajo manejo agricola convencional representando por el glifosato
(G), glifosato y triplel6 (GT) y triplel6 (T), y los otros tres bajo manejo de la
agrobiodiversidad representado por humus (H), composta (COM) y sin fertilizacion
(SF). Todos los tratamientos tuvieron control manual de malezas (CMM), excepto G y
GT. Los resultados muestran que las plantas con mayor crecimiento fueron con G en
comparacion con CMM durante 12 meses. También, fue mayor el incremento en las
plantas fertilizadas con T y SF. Sin embargo, con G tuvieron 81% de supervivencia,
ademas G y T tuvieron mayor incidencia de dafio por picudo negro (Scyphophorus
acupunctatus), mientras que en SF tuvo 100% de supervivencia. El manejo
convencional (G y T) alteré la comunidad microbiana, incremento significativamente
la actividad enzimatica de leucina aminopeptidasa y polifenol oxidasa, sin embargo,
el CMM y la COM disminuyeron dicha actividad y aument6 el contenido de C
organico en el suelo de la zona de la raiz. Por otra parte, el LEfSe indicé que la
aplicacion de G y COM modificé la comunidad bacteriana de la rizosfera, asi como el
T y el GT sobre la raiz. Ademas, el analisis de correspondencia canonica (CCA)
demostrd que el C organico y las enzimas fueron factores clave para conformar la
comunidad bacteriana, principalmente en la rizosfera. Nuestros resultados sugieren
que permitir el crecimiento de la vegetacion silvestre y la adicibn de composta
aumenta la materia organica del suelo, la disponibilidad de nutrientes y la diversidad
bacteriana, lo que incrementa el crecimiento y supervivencia del cultivo.

Palabras Clave: Fertilizantes inorganicos, fertilizantes organicos, herbicidas,

malezas



2. SUMMARY

Bacteria are key components on the nutrient cycle and decomposition of organic
matter, nevertheless, the effects of management practices on Agave cupreata crops
are still unknown. This study compared the effects of conventional management
practices against agrobiodiversity management over the agave and bacterial
communities. The analysis covers the size and health of the agaves, the chemical
properties of the soil in the root's zone and the bacterial communities of the
rhizosphere and endophytes on the root through the sequencing of the 16S rRNA
gene on six treatments: three under conventional agricultural management
represented by the glyphosate (G), glyphosate and triple 16 (GT) and triple 16 (T),
and the other three under agrobiodiversity management represented by humus (H),
compost (COM) and without fertilizers (SF). All the treatments had manual
undergrowth control (CMM), except G and T. The results showed that plants had
bigger growth with G in comparison with CMM in a 12-month period. Also, plants
fertilized with T and SF had an increment in growth. Nevertheless, they had an 81%
survival rate with G, also, G and T had a higher damage incidence by black weevil
(Scyphophorus acupunctatus), while SF had a 100% survival rate. Conventional
management (G and T) altered the microbial community, enzymatic activity of leucyl
aminopeptidase and polyphenol oxidase had a significant increase while CMM and
COM had lower values on said activity and an increase in the content of organic C in
the root's soil zone. On the other hand, the LEfSe indicated that he application of G
and COM maodified the bacterial community on the rhizosphere, as well as T and G on
the root. Also, the canonical correspondence analysis (CCA) demonstrated that the
organic C and enzymes were a key factor in the composition of the bacterial
community, especially on the rhizosphere. The results suggest that allowing the
growth of wild vegetation with the addition of compost increased the organic matter
on the soil, the availability of nutrients and bacterial biodiversity, which in turn,
increases the growth and survival of the crops.

Keywords: Inorganic fertilizers, organic fertilizers, herbicides, weeds



3. INTRODUCCION

El género Agave se distribuye en mas del 75% del pais, particularmente en las zonas
aridas y semiaridas (Garcia-Mendoza, 2007), se consideran especies clave por
producir elevadas cantidades de recursos, son usadas como materia prima para
producir bebidas fermentadas, destiladas y fibras, entre muchos otros usos
(Avendano-Arrazate et al., 2015). EI mezcal es una de las bebidas mas importantes,
las destilerias mexicanas producen cerca de ocho millones de litros de mezcal cada
afio (COMERCAM, 2020).

Para producir mezcal en Michoacan, Agave cupreata Trel. & Berger (Maguey Chino)
es una de las especies mas explotadas, esta especie se distribuye en las laderas de
la depresion del Balsas entre 1220 a 1850 msnm en los estados de Guerrero y
Michoacéan (Gentry, 1982; Martinez-Palacios et al., 2011), se reproduce Unicamente
por semilla y es una planta que alcanza la madurez sexual entre los 7 y 15 afios

(Avendafno-Arrazate et al., 2015).

Aungue en Michoacan es ampliamente cultivada, tiene apenas dos décadas el
establecimiento de plantaciones, por lo cual, existen registros de que el manejo de
las plantaciones de A. cupreata han sido ineficientes, y que en el Estado ha habido
pérdidas de hasta el 80% del area sembrada, asociado a la falta de asesoria técnica
y el uso excesivo de agroquimicos por algunos productores (Martinez-Castro et al.,
2015).

Las caracteristicas sobresalientes de los sistemas de manejo agricola convencional
son la simplificacion del sistema, reduccion importante de la biodiversidad,
uniformidad a nivel genético (Sarandon, 2009), uso intensivo de agroquimicos y
fertilizantes, tendencia al monocultivo, degradacion del suelo y el aumento en los

riesgos para la salud humana (Gliessman, 2002).

Es por esto, que es importante llevar a cabo practicas basadas en la conservaciéon y
manejo de la biodiversidad asociada a los sistemas agricolas, es decir, usar los
componentes de la agrobiodiversidad como una propuesta para crear sistemas
sustentables (Thrupp, 2004; Bergel, 2017). Dentro de los componentes de la

agrobiodiversidad se incluyen las especies cultivadas, las especies silvestres
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comunmente llamadas como “malezas” y las especies asociadas que interactiuan con
ellas, como los polinizadores, los simbiontes, los depredadores y las plagas (Qualset
et al., 1995). Dichos componentes proveen numerosos servicios en los
agroecosistemas que proporcionan beneficios a corto y largo plazo (Hooper y
Vitousek, 1997; Swift et al., 2004).

Particularmente, uno de los componentes fundamentales son los microorganismos
del suelo que son importantes para la fertilidad, estructura y salud del suelo (Thrupp,
2000). En las dultimas décadas, la metagendémica ha sido una herramienta
fundamental para entender mejor las interacciones plantas - microorganismos (Calvo
et al.,, 2008). Sobre todo, de aquellas bacterias simbidticas y no simbibticas que
contribuyen en el desarrollo de las plantas; por medio de la adquisicion de nutrientes
del ambiente, fijacion de nitrdgeno atmosférico, solubilizacion de fésforo, produccion
de hormonas vegetales y disminucion de los efectos adversos por fitopatégenos (De
Jesus Santos et al., 2014).

En la presente investigacidon se determind el efecto de las practicas de manejo
agricolas convencionales y agroecoldgicas sobre las bacterias endofitas vy
rizosfericas, los parametros quimicos del suelo, asi como sobre el crecimiento y

salud de A. cupreata.



4. ANTECEDENTES

4.1 Agrobiodiversidad y servicios ecoldgicos

Los logros de la Revolucion Verde fueron basados principalmente en el uso de
fertilizantes inorganicos y pesticidas, desencadenando una serie de alteraciones en
los ciclos de los nutrientes, asi como eutroficacion de grandes ecosistemas (Casas y
Vallejo, 2019). A finales de los afios setenta, emerge la agroecologia como respuesta
a la crisis ecolégica en la busqueda de disefiar agroecosistemas de forma
sustentable y econdmicamente viables. Sin embargo, a partir de la década de los

ochenta surgié como un movimiento y un conjunto de practicas (Wezel et al., 2009).

Por lo tanto, la agroecologia es una disciplina que provee la aplicacion de conceptos
y principios ecologicos para el disefio y manejo de agroecosistemas sostenibles,
ambientalmente adecuados y econdémicamente viables (Gliessman, 2002). Desde
hace unos afios, se ha demostrado que los sistemas agricolas dependen de la
agrobiodiversidad para cumplir estos objetivos (Sarandén, 2020).

El sitio de produccion agricola es denominado agroecosistema. La intervencion del
ser humano hace que los agroecosistemas sean diferentes de los ecosistemas
naturales. Sin embargo, es posible conservar los procesos, la estructura y otras
caracteristicas de un ecosistema natural (Gliessman, 2002). Como la red compleja
de interacciones dando como resultado un sistema estable, caso contrario a los

monocultivos (Griffon y Torres-Alruiz, 2016).

La agrobiodiversidad es el resultado de la seleccion natural y de las practicas de
manejo que se han llevado a cabo durante milenios (FAO, 2004). La
agrobiodiversidad es un subconjunto de la biodiversidad que incluye la variacion
genética y la diversidad de animales, plantas y microorganismos que son utilizados
directa o indirectamente para la agricultura. Toma en cuenta la diversidad de
especies que regulan la produccion, como los microorganismos del suelo,
depredadores y polinizadores, componentes necesarios para sostener las funciones
del agroecosistema (FAO, 1999).



La agrobiodiversidad proporciona a los agricultores materias primas, mejora la
produccion, la seguridad alimentaria, rentabilidad econdmica y hace a los sistemas
sostenibles (FAO, 1999). Se propone como una via alternativa para mejorar los
servicios ecosistémicos, como es la dinAmica de nutrientes, produccion de biomasa,
el control biologico de plagas y de enfermedades, la polinizacién, la reduccion de la
erosion, la retencion del agua, incremento de la materia organica, entre muchos otros
beneficios al ambiente (Constanzo y Barberi, 2014). Dichos procesos bioquimicos,
biofisicos y biolégicos aseguran la productividad biolégica y la perpetuacién del

ecosistema (Swift et al., 2004).

Se requiere tener una transicion a una agricultura basada en procesos ecologicos y
no a una dependiente de insumos externos (Sarandon, 2020). Existen algunos
procesos ecoldgicos que deben tomarse en cuenta para optimizar el agroecosistema
como la eliminacién de agroquimicos, sustituidos por la adicibn de materia organica
en el suelo y evitar el reemplazo de especies locales con especies mejoradas o
exoticas (Altieri, 2001).

4.1.1 Plantas herbaceas silvestres
Las combinaciones de especies con rasgos funcionales particulares pueden proveer
servicios al agroecosistema (Hooper y Vitousek, 1997). Las plantas silvestres
asociadas al cultivo pueden conservan la humedad del suelo, aumentan la materia
organica, sirven como refugio y fuente de alimento para los enemigos naturales de
las plagas, para la macrofauna y para los humanos (Jordan y Vatovec, 2004; Rana y
Rana, 2016). Ademas, las raices de las plantas liberan compuestos organicos en
forma de exudados e interactian con los microorganismos del suelo (Bradi y
Vivanco, 2009). Muchas plantas silvestres conocidas como malezas contienen una
serie de fitoquimicos tales como saponinas, taninos, alcaloides, di y triterpenoides,
entre otros, los cuales presentan alta actividad insecticida, que repelen a insectos

nocivos (Jannet et al., 2001).

Se ha comprobado que, en especies no domesticadas, las especies asociadas al

cultivo resultan favorables. Madrigal y Zavala (2015) estudiaron sitios que
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corresponden a la distribucion natural de los agaves mezcaleros en Michoacan,
observando que el mejor manejo es aquel que se acerca a las condiciones naturales
en su condicion silvestre. En este estudio, se destacan las plantas herbaceas
acompafantes del cultivo, especialmente las plantas silvestres aromaticas que
funcionan como repelentes de insectos que pudieran convertirse en plaga, y las
leguminosas, al tener la facultad de fijar nitrégeno al suelo, ademas de poder ser
usadas como forraje para el ganado. Por el contrario, los monocultivos con
eliminacion de la biodiversidad son sistemas vulnerables, genéticamente
homogéneos y susceptibles a enfermedades (Swift et al, 2004). La pérdida de
biodiversidad genera un desequilibrio, que favorece el incremento de oportunistas y

la manifestacion de plagas y enfermedades (Krebs, 1985).

4.1.2 Microbioma

Los microorganismos del suelo son clave en ecosistemas agricolas y naturales. En
diversos trabajos se ha demostrado que tienen la capacidad de mejorar la salud y la
productividad de los cultivos (Hodge et al., 2010; Turner et al., 2013; Shen et al.,
2014; Igiehon y Babalola, 2018), incluyendo el desarrollo de los agaves donde se ha
demostrado el efecto de bacterias rizésfericas y endéfitas en conjunto con hongos
micorrizicos arbusculares (Robles-Martinez et al., 2013; Bautista-Cruz et al., 2015;
De Jesus-Santos et al., 2019; Bautista-Cruz et al., 2020).

La presencia de algunos microorganismos eucariotas y procariotas de vida libre o
simbiontes que habitan en la rizosfera, cuentan con capacidades biogquimicas
especificas, por lo que pueden estimular el crecimiento vegetal participando en varios
mecanismos como la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de nutrientes, sintesis de
sustancias reguladoras de crecimiento, control de patdégenos, y la descomposicion y
mineralizacién de la materia organica de origen vegetal y animal (Loredo-Osti et al.,
2004; Swift et al., 2004).

La compleja relacion entre plantas y microorganismos rizosfericos es dada en el area
adyacente a la raiz (rizosfera), a una distancia aproximada de 0 a 2 mm de la

superficie, en este espacio ocurre la absorcion de nutrientes y agua, y liberacion de
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exudados por las raices que impactan en la estructura del suelo y en el

establecimiento y actividad de las comunidades microbianas (Bertin et al., 2003).

Los exudados de las raices de las plantas aportan muchos tipos de compuestos
organicos que incluyen azulcares, aminoacidos, acidos organicos, nucleétidos,
vitaminas, entre otros (Jones et al., 2004). La cantidad y tipo de exudados varia de
acuerdo con factores bi6ticos como la especie y la edad fisiologica de la planta
(Uren, 2000), asi como de los factores abiéticos, por ejemplo, la fertilizacion mineral,
la humedad, el pH, la temperatura, el tipo de suelo y la sequia (Kuzyakov y
Domanski, 2000). Los carbohidratos liberados de los exudados son el alimento de los
microorganismos, dentro y fuera de la raiz, a cambio, los microorganismos le facilitan

nitrégeno y fésforo a la planta (Lynch y Whipps, 1990).

Los microorganismos crean una red compleja planta - hongo micorricico - bacteria
(Jones et al., 2004; Martin et al., 2017). Diversos autores tratan de enlistar los
factores bioticos y abidticos que determinan el ensamblaje del microbioma. Algunos
han determinado que principalmente el pH y la humedad del suelo son los mas
importantes (Martin et al., 2017; Lopez-Lozano et al., 2020). Mientras que también se
mencionan otros factores que tienen gran influencia como es el caso de la
disponibilidad de nitrégeno, el contenido de carbono organico y la temperatura
(Fierer, 2017), ademas de la materia organica, las actividades enzimaticas y la

conductividad eléctrica (Alia et al., 2013).

Un alto contenido de materia organica suministra nutrientes y disponibilidad de agua,
por lo cual mejora la fertilidad del suelo. La materia organica esta compuesta
principalmente por carbono organico, su incorporacién al suelo es llevada a cabo por
microorganismos heterotrofos (FAO, 2017). La descomposicién o mineralizacion de
la materia organica puede medirse a través de la emision de CO: liberado por dichos
microorganismos (Zhao et al., 2016). Algunos factores que influyen en la
descomposicion incluyen la temperatura, el contenido de agua y la composicién de la

comunidad de microorganismos, entre otros (FAO, 2017).



Otro método para estimar la dinamica de la mineralizacién de la materia organica del
suelo es calculando las actividades enzimaticas extracelulares que son capaces de
influir en el ciclo biogeoquimico de C, N, P y S (Stevenson y Cole, 1999). Las
enzimas catalizan las reacciones quimicas, actuando en sustratos especificos para
transformarlos en productos necesarios para los ciclos biolégicos. Por lo que la
actividad de celulasas, fosfatasas y otras hidrolasas, asi como la respuesta a las
perturbaciones son ampliamente estudiadas (Rincon y Mufioz, 2005). La actividad de
las enzimas es mayor en la rizosfera que en el suelo a granel, debido a que la
actividad microbiana es mayor al haber interaccién con la planta, contribuyendo a
ésta con los exudados o la liberacibn de enzimas de las raices (Badalucco y
Kuikman, 2001).

La enzima [-glucosidasa, cataliza la hidrélisis de glucésidos, actuando en la
degradacion microbiol6gica de la celulosa a glucosa (Tabatabai, 1994). La enzima
fenol oxidasa, es responsable de la transformacion de la lignina. Las ligninas son
moléculas recalcitrantes de alto peso molecular de origen vegetal. Algunos
microorganismos utilizan esta enzima para degradar la lignina y el humus. Por lo que
estas dos enzimas estan involucradas en la obtencion del C (Duran y Esposito,
2000).

Las fosfatasas estan encargadas de la hidrélisis de los compuestos de fésforo
organico, por lo que esta involucrada en el ciclo del P. Las fosfomonoestereasas se
clasifican en acidas y alcalinas, de acuerdo con el pH 6ptimo para su actividad
(Eivazi y Tabatabai, 1977). Mientras que la leucina y alanina aminopeptidasa,
hidrolizan los aminoacidos del extremo N-terminal de los polipéptidos y las proteinas,

para obtener N organico (Zhang et al., 2021).

4.2 Bacterias promotoras del crecimiento asociadas a la raiz en agaves

Las comunidades bacterianas juegan un papel importante en los procesos

biogeoquimicos y son clave para la productividad agricola, debido a que tienen la
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capacidad de producir y consumir gases atmosfeéricos, acidificar el suelo, intervenir
en el ciclo del carbono y de otros nutrientes como el nitrégeno, el fosforo, el hierro y
el azufre (Fierer, 2017).

La capacidad de fijar N atmosférico pertenece a varios grupos simbidticos y no
simbidticos de bacterias diazotrofas y arqueas. Donde el N2 es reducido a través de
la enzima nitrogenasa resultando la sintesis de NHa4 (Kneip, 2007), proceso conocido
como fijacion biolégica de nitrogeno (De Jesus Santos et al., 2014). Se ha
demostrado la presencia de bacterias diazotréficas en todos los tejidos internos (raiz,
tallo, hoja, inflorescencia y bulbillos) y rizosfera de Agave sisalana, sin embargo, son
mas abundantes en las raices. Los géneros mas abundantes fueron Bacillus,

Leifsonia, Enterobacter y Rhizobium (De Jesus-Santos, 2019).

Por otro lado, los organismos solubilizadores de fosfatos tienen la capacidad de
solubilizar por medio de acidos organicos (Zaidi et al., 2009). La concentracion de P
soluble y disponible para las plantas suele ser muy baja por fijarse al Ca y Mg en
suelos calcéareos, y, al Fe y al Al en suelos acidos (Alia et al., 2013; Bautista-Cruz et
al., 2019). Sin embargo, se ha confirmado que las bacterias solubilizadoras de
fosfato (BSP) de la rizosfera de A. angustifolia pueden solubilizar mas el P del fosfato
tricalcico (Cas(P04)2) que del fosfato de aluminio (AIPO4) y del fosfato de hierro
(FePOa4) (Martinez-Gallegos et al., 2018).

Con respecto a esto, se ha comprobado que las BSP de la rizosfera de A.
angustifolia pertenecen a los géneros Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter y
Aeromonas, al inocularse incrementd el peso seco aéreo, el peso de la raiz y el
diametro del tallo de A. angustifolia con respecto al control (Bautista-Cruz et al.,
2015). La combinacién de Pseudomonas luteola y Bacillus sp. incrementd la altura, el
peso seco de hojas, el diametro y el peso de las raices en relacion con el control. El
notable efecto en raices y hojas también se debe a que todas las cepas producen
acido indol acético (AlA) y acido giberélico (Bautista-Cruz et al., 2019), hormonas que

promocionan el crecimiento vegetal (Martinez-Gallegos et al., 2018).
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Las interacciones entre bacterias y plantas dan como resultado la produccién y
modulacién de hormonas vegetales (Lopez et al., 2008). Asimismo, los géneros
Leifsonia y Rhizobium aislados a partir de A. sisalana han estimulado la proliferacion
de las raices de otras especies de plantas debido a la produccion de AIA (De Jesus-
Santos et al., 2014).

En cuanto a las bacterias enddfitas, se han aislado bacterias de la base de las hojas
de A. tequilana que incrementan el crecimiento por su fijacién de N y solubilizacion
de fosfato, especies pertenecientes a los géneros Acinectobacter, Enterobacter,

Bacillus, Klebsiella y Pseudomonas (Martinez-Rodriguez et al., 2014).

4.2.1 Metagendmica en agaves

Debido a que el microbioma del suelo puede tener efectos en diversos procesos del
agroecosistema, es importante identificar los taxones que son responsables de
dichos procesos (Fierer, 2017). Recientemente, la metagendmica es un método
ampliamente usado para evaluar la estructura de las comunidades de
microorganismos del suelo y de los tejidos de las plantas, registrando una extensa
lista de especies y efectos (Bonfante y Anca, 2009), que revelan la salud del
agroecosistema y los factores que pueden alterar dichas comunidades (Calvo et al.,
2008).

Coleman-Derr et al. (2015) compararon la composicion en seis sitios distintos de la
planta, de A. tequilana cultivado, A. salmiana y A. deserti nativos, a través de la
amplificacion de la regién 16S rRNA. Se ha encontrado que la rizosfera de A.
tequilana esta conformada el 92% en promedio por las érdenes Pseudomonales y
Enterobacteriales. Por otro lado, los endéfitos de la raiz registrados pertenecen a los
filos Actinobacteria, Alpha- Beta- y Gamma-proteobacteria. También se encontré que
A. tequilana tuvo niveles mas bajos de diversidad procariota en comparacion con las

especies silvestres. La reduccion de procariotas podria deberse al tipo de sistema
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monocultivo y al tipo de reproduccion vegetativo, dando como resultados agaves
genéticamente idénticos. Otro estudio tuvo resultados similares, donde A. tequilana
se registré con menor diversidad microbiana que en A. salmiana, Opuntia robusta y

Myrtillocactus geometrizans, estas tres ultimas silvestres (Flores-Nufiez et al., 2020).

Lépez-Lozano et al. (2020), investigaron las comunidades microbianas de la rizosfera
de A. lechuguilla y del suelo a granel, a través de la secuenciacion del gen 16S
rRNA. Este agave recluta microorganismos con rasgos funcionales que benefician a
la planta a través de la promocion del crecimiento y la nutricibn. Encontraron una
mayor abundancia relativa de fijadores de N en la rizosfera que en el suelo a granel,
representado principalmente por Sphingomonadales y Rhizobiales. Mientras que los
solubilizadores de P pertenecen a la familia Gaiellaceae. La influencia de la

temporada seca o de lluvias no fue significativa sobre las comunidades bacterianas.

4.3 Efecto de las practicas de manejo sobre las propiedades del sueloy la

microbiota

El uso de fertilizantes inorganicos, pesticidas y organismos inoculados con bacterias
son aplicados con el objetivo de aumentar la productividad, mientras que los efectos
negativos suelen ser ignorados (Binemann et al., 2006). Los fertilizantes y pesticidas
tienden a permanecer en el suelo por largos periodos, afectando directamente el
microbioma y las caracteristicas del suelo como el pH, la humedad, la conductividad,
la actividad enzimética, el balance natural del carbon organico del suelo, del N y del

P, entre otros muchos (Prashar y Shah, 2016).

Dado que los procesos biogeoquimicos estan estrechamente relacionados con la
actividad biologica, las practicas de manejo pueden modificar la productividad
agricola. Por lo que es necesario implementar practicas de manejo para conservar la
calidad del suelo. Actualmente en el pais, los cultivos de agave son dominados por
un sistema de tipo monocultivo con adicién de insumos quimicos, sin embargo, hay
algunos productores que practican algunas estrategias agroecolégicas como el

policultivo y la rotacién de tierras (Herrera-Pérez et al., 2017).
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4.3.1 Herbicidas

Los organismos responden de maneras diferentes a los pesticidas. Uno de los
herbicidas mas populares en el mundo es el glifosato, un herbicida no selectivo que
actia mediante la inhibicion de sintesis de aminoécidos aroméaticos esenciales para
las plantas (De Andréa et al., 2003). Desde la introduccion del glifosato por la
comparfia Monsanto en 1974 su efecto ha sido estudiado en diversos tipos de
ecosistemas (Benbrook, 2012). Debido a la evidencia por su toxicidad con especies
terrestres y acuéticas, asi como las correlaciones entre el uso de glifosato y varias
enfermedades humanas (Van Bruggen et al., 2018).

La residualidad del glifosato resulta ser un tema controversial, algunos autores
mencionan que persiste tres meses por adherirse a los sedimentos del suelo y a los
minerales (Andréa et al., 2003), mientras que otros autores afirman que persiste
durante 47 dias (Tejada, 2009).

Desarrollo en las plantas

En agaves, se ha demostrado que el uso de herbicidas como el glifosato puede
resultar desfavorable para su desarrollo, Martinez-Palacios et al. (2015a) registraron
qgue al usar de dos a tres aplicaciones de glifosato como herbicida en el periodo de
julio a octubre en plantaciones de temporal de A. cupreata reduce el tamafio sobre
todo en juveniles (<25 cm), en comparacion con el control manual de malezas. Un
efecto similar al trabajo de Sarkar et al. (2014) con los herbicidas trifluralina y

pretilaclor en la biomasa de A. sisalana, asi como la reduccién del total de bacterias.

Sin embargo, algunos estudios han registrado efectos positivos sobre el desarrollo de
las plantas Gnicamente con bajas dosis, efecto conocido como hormesis.
Probablemente como una respuesta hormonal ante el estrés (Cedergreen, 2008).
Nascentes et al. (2018), determinaron el aumento del crecimiento de la cafia de
azucar (Saccharum officinarum) y del eucalipto (Eucalyptis grandis), con dosis de 5.8

a 19 g a.e. hal. Mientras que, Cedergreen (2008) lo demostré con la cebada
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(Hordeum vulgare) a dosis de 6 a 60 g a.e. hat. Ambos estudios en condiciones de

invernadero.

Comunidades bacterianas

Conocer la composicion de las comunidades bacterianas resulta importante ya que
estas regulan la respuesta de la planta ante el glifosato modificando el crecimiento
(Ramirez-Villacis et al., 2020). Existen muchos tipos de respuesta sobre el efecto del
glifosato sobre las comunidades bacterianas asociadas a la raiz, algunas especies
parecen recuperarse del tratamiento a corto plazo con glifosato (Arango et al., 2014)
e incluso puede ser usado como fuente de nutrientes (Mijangos et al., 2009),
mientras que, otras especies resultan ser sensibles y son reducidas, como se
mencion6 anteriormente, dosis altas o con aplicaciones en periodos cortos pueden

retrasar el crecimiento.

Un ejemplo de esto es el trabajo de Arango et al. (2014), donde determinaron que a 7
y 14 dias después de la aplicacion de glifosato en la soya (Glycine max), tuvo un
efecto negativo en la abundancia de especies de Burkholderia. Mientras que, tuvo un
aumento sobre la abundancia de Gemmatimonadetes, se discute que la respuesta
fue positiva probablemente relacionado con la liberacibn de fosfatos por la
degradacion del herbicida. Por otro lado, Imparato et al. (2016) demostraron que el
uso de glifosato en dosis bajas (3.6 x 10 g a.e./L) en la cebada (Hordeum vulgare),
aumentoé la colonizacion de bacterias de crecimiento rapido y un efecto necrético
visible sobre las raices. La descomposicién de las raices liberd acidos organicos y
azucares facilitando dicha colonizacion. Ramirez-Villacis et al. (2020) reportan que
en Arabidopsis thaliana aumenté la abundancia de Firmicutes (Bacillus vy

Paenibacillus), y se redujeron las Actinobacterias (Arthrobacter).

Mientras que, Newman et al. (2016) probaron que con la adicion de glifosato (300 mL
hal) en maiz (Zea mays) y en soya, se reflejo6 un aumento de la abundancia de
Gammaproteobacterias, particularmente de la familia Xanthomonadaceae, se discute

que este grupo bacteriano es abundante en suelos alterados. Mientras que, la

14



abundancia de las phyla Acidobacteria y Actinobacteria disminuyeron, bacterias
asociadas con la degradacion de celulosa. Sin embargo, la diversidad de la

comunidad bacteriana fue similar con y sin glifosato.

Ademas de la estructura de la comunidad, la actividad microbiana responde de
diferente manera a lo largo del tiempo. Mijangos et al. (2009), revelan que a 15 dias
de que el herbicida fue aplicado este fue usado como fuente de nutrientes como C, N
y P. Resultando en una estimulacién de la actividad y diversidad funcional a dosis de
50 a 500 mg kg™ en la rizosfera de triticale (Triticosecale) y de guisantes (Pisum
sativum), sin embargo, el N mineralizable disminuydé. Mientras que, a 30 dias

después de la aplicacion la diversidad y la actividad microbiana se redujeron.

Por otro lado, se ha demostrado que la respiracion y la biomasa microbiana es
modificada por el tipo de textura del suelo, la adicion de residuos de plantas
(Najmadeen et al., 2010), la concentracion de herbicidas y otros factores del suelo,
como el pH y el contenido de C organico (Nguyen et al., 2016).

Plagas y enfermedades

La proliferacion de plagas y enfermedades frecuentemente est4 asociada al uso
excesivo de herbicidas provocando pérdida de la productividad. En cultivos de agave,
es notable el ataque del picudo negro (Scyphophorus acupunctatus) y la incidencia
de bacterias (Erwinia carotovora) (Solis-Aguilar et al., 2001). Siendo el primero la
plaga principal del agave pulquero, tequilero y mezcalero (Ramirez-Choza, 1993).
Martinez-Palacios et al. (2015a), relacionaron el manejo agricola convencional con el
uso excesivo de agroquimicos, entre ellos el uso de glifosato, con el alto indice de
mortandad de A. cupreata por el atague del picudo negro y las enfermedades
fungicas por Fusarium oxysporum y E. carotovora.

El dafo del picudo negro se detecta por la presencia de secreciones gomosas, un
exudado pegajoso y café producido por el agave. Los adultos perforan el cogollo y
ovipositan en él, posteriormente, los huevos eclosionan y las larvas hacen galerias

en el tallo y cogollo. Al ser vector de la bacteria E. carotovora, puede provocar la
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pudricion en el cogollo y la muerte de las plantas, lo cual afecta negativamente la
produccion (Rodriguez, 1999). El picudo ataca en cualquier mes del afio, aunque es

mas frecuente en época de lluvias (Cuervo-Parra et al., 2019)

De manera similar, Tofifio-Rivera et al. (2020) encontraron que la aplicacion de
glifosato disminuye el rendimiento del cultivo de frijol (Phaseous vulgaris) asociado a
enfermedades fungicas (Fusarium sonali, Macrophomina phaseolina, Colletotrichum
lindemuthianum) y ataque de coledpteros “gallina ciega” (Phyllophaga absoleta),
facilitado por la destruccion de la raiz. Por el contrario, ellos reportan que en el
tratamiento con cobertura vegetal tuvo aumento de P disponible, bacterias y hongos

benéficos.

4.3.2 Fertilizantes
La productividad de un cultivo esta relacionada con la fertilidad del suelo, lo que
incluye el hacer disponible los nutrientes para la absorcion de las plantas. Este
proceso es facilitado por el almacenamiento de nutrientes en la materia organica del
suelo, el reciclaje de nutrientes de formas organicas a minerales y de los procesos
fisicos y quimicos que permiten la movilidad de los nutrientes (FAO, 2017). En
resumen, la fertilidad y calidad del suelo depende de la interacciéon del suelo, las

plantas y los microorganismos.

Fertilizantes inorgénicos

La aplicacion constante de fertilizantes inorganicos puede inducir cambios
importantes en las propiedades del suelo (pH, conductividad eléctrica, materia
organica, etc.) y en los microorganismos. La fertilizacion con altas tasas de P mineral
en una plantacion de alfalfa (Medicago sativa) aument6 el P soluble del suelo, sin
embargo, no aumento la productividad, redujo la humedad del suelo y la actividad
microbiana. Lo que sugiere que la comunidad microbiana en suelo con bajo
contenido de P podria mejorar la eficiencia de los nutrientes (Beauregard et al.,

2010). Por otro lado, con la aplicacién de N mineral se ha demostrado que acidifica el

16



suelo significativamente, sin embargo, el N total se relaciona positivamente con el
contenido de C, modificando las comunidades bacterianas del suelo incluso si la tasa
de N es baja. Un estudio comprobé que Gammaproteobacterias y Actinobacterias
aumentaron con las entradas de N, por el contrario, el filo Cyanobacteria y el género

Nitrospira disminuyeron (Ramirez et al., 2010; Sradnick et al., 2013).

Fertilizantes organicos

En diversos trabajos, particularmente los erosionados por acciones agricolas se
recomienda el uso de fertilizantes organicos como el estiércol, la composta y las
sustancias humicas para restaurar la fertilidad del suelo (Binemann et al., 2006).
Estas practicas de manejo modifican la calidad del suelo, mejora la agregacion y
porosidad del suelo, parametros importantes para la infiltracion del agua y la
aireacion del suelo. Ademas, la adiciébn de materia organica representa una fuente
importante de nutrientes para las plantas y los microorganismos (Pefia, 2002; FAO,
2017). Mientras que, el uso de fertilizantes inorganicos ofrece disponibilidad rapida
de los nutrientes, sin embargo, la absorcion de la planta no es completamente
eficiente (Pefia-Turruella et al., 2002). En una comunidad con microorganismos
simbiontes, como los hongos micorrizicos, facilita la entrada directa de los elementos
requeridos por la planta, mientras en un suelo sin asociaciones o estéril, la planta

gasta energia en incorporar dichos elementos (Bonfante y Anca, 2009).

Propiedades del suelo y comunidades bacterianas

El efecto de los fertilizantes inorganicos y organicos en plantaciones de A. tequilana
ha sido estudiado por De la Mora-Orozco et al. (2020) a lo largo de dos afios,
quienes comprobaron que los tratamientos con fertilizante organico (estiércol de
pollo) tuvieron mayor porcentaje de C organico total (COT) y nitrégeno total, aun si se
combinaba con fertilizantes inorganicos (NPK, N, P). Del mismo modo, Guo et al.
(2019) evaluaron el efecto de fertilizante inorganico y organico en suelos de arroz.

Ademas de obtener resultados similares a los mencionados anteriormente,
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demostraron que las bacterias no dominantes Gemmatimonadetes y Latescibacteria
se correlacionaron negativa y positivamente con la mineralizacion de C y las
propiedades del suelo, respectivamente, lo que diferencié la mineralizacion de C. Por
otro lado, Lépez et al. (2001) demostraron que, entre los fertilizantes organicos, la

composta es el que conserva mas humedad.

Como consecuencia al aumento del N total y el COT, la actividad microbiana
incrementa, Ge et al. (2010) demostraron que el fertilizante organico (estiércol de
ganado) aumenta la biomasa microbiana, la actividad enzimatica (ureasa) del suelo y
la respiracion basal del suelo (COz2). Estos resultados pueden deberse al aumento de
la materia orgénica y nutrientes del suelo. Mientras que, los fertilizantes inorgénicos
(N y P) no tienen efectos significativos sobre dichos pardmetros, sin embargo,
disminuyeron de manera significativa el pH y el COT. También se ha demostrado el
aumento de la actividad enzimatica de la catalasa y fosfatasa en tratamientos con
abono orgéanico (estiércol de cerdo) en comparacion con los tratados con fertilizacion
inorganica (NPK) (Xu et al., 2018).

Otro tipo de fertilizante organico son los acidos humicos derivados de la
descomposicion y transformacion de residuos de plantas, se han hecho diversos
trabajos donde se demuestra que mejora las propiedades del suelo como aumentar
la capacidad de retencion de humedad. Ademas, promociona el crecimiento de las
plantas y el contenido de clorofila en especies como Yucca aloifolia (Altaee y
Alsawaf, 2019). Al inducir cambios en las propiedades del suelo los &cidos humicos
influyen en la actividad microbiana. En condiciones de laboratorio, Ji y et al. (2017)
comprobaron efectos positivos en la altura del crisantemo (Chrysanthemum
morifolium), mayor concentracion de N disponible y efecto positivo significativo en la
diversidad y actividad microbiana de la rizosfera en comparacion con la fertilizacion
mineral (NPK).

Los estudios realizados con el cambio de la composicion de bacterias asociadas a la
rizosfera del cultivo con relacion a distintos tipos de fertilizacion son pocos, uno de
ellos es el de Xu et al. (2018), donde la composicion y la actividad enzimatica de la

comunidad microbiana de Setaria italica tuvo correlacién significativa con la materia
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organica (MO) y el P disponible. Los géneros que se correlacionaron con las
propiedades del suelo fueron Opitutus y Arthobacter con la MO, lamia y Chitinophaga
con la MO y el P disponible, Solirubrobacter con el P disponible y, Devosia y
Mycobacterium con el N disponible.

A diferencia de lo anteriormente expuesto, existe evidencia de cultivos de agaves sin
adicion de fertilizantes, De Jesus Santos et al. (2014) reportan que el cultivo de A.
sisalana no requiere adicionar fertilizantes, algunas veces utilizan las hojas de
desecho para fertilizarla organicamente, la promocion del crecimiento la atribuyeron
totalmente a las bacterias diazotréficas endofitas. De igual forma, Martinez-Palacios
et al. (2015b), reportan un cultivo de Agave cupreata bajo un manejo libre de
agroquimicos y de componentes organicos, la plantacion fue establecida en un
bosque de selva baja caducifolia deforestado, atribuyendo de igual forma a los
microorganismos del mismo suelo y el manejo integral de la biodiversidad surgida

durante el cultivo.

19



5. JUSTIFICACION
Las practicas de manejo agricolas convencionales y sustentables tienen efecto
diferencial sobre el microbioma y la productividad de los cultivos. Recientemente, se
ha buscado reducir o eliminar por completo el uso de agroquimicos dafiinos para el
agroecosistema y para la salud del ser humano. Se busca cambiar las practicas de
manejo, conservando y aumentando la fertilidad del suelo a través de la adicion de la
materia organica, asegurando el desarrollo de las plantas y un manejo adecuado de
las plagas. Particularmente, cuando una plantacion de A. cupreata se establecio en
un suelo de bosque deforestado y se desarrollé bajo un manejo agroecoldgico, desde
el inicio hasta su maduracion registrando baja incidencia de plagas y enfermedades y

alta productividad (Martinez-Palacios et al., 2015b)

Debido a los resultados antes mencionados, es importante conocer la respuesta del
desarrollo de las plantas de A. cupreata en suelo con historia agricola, bajo manejo
agricola con agroguimicos y bajo manejo agroecoldgico, poniendo énfasis en la
actividad bacteriana de la rizosfera y enddfitos de la raiz, que nos permitieran
entender las relaciones de éstas con el crecimiento de las plantas, lo que podria
permitir desarrollar estrategias racionales para mejorar el rendimiento y la

productividad de los cultivos de agave.
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6. HIPOTESIS
El manejo agroecologico de plantaciones de A. cupreata, permite las interacciones
con la biodiversidad nativa, conserva el suelo y el agua, en comparacion con el
manejo agricola convencional que reduce la biodiversidad, altera las interacciones,
contamina y erosiona los suelos, y hace mas susceptibles a plagas y enfermedades

a las plantas de agave.
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7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general

Analizar la respuesta del crecimiento de plantas de A. cupreata y presencia de
bacterias nativas de la rizosfera y endofitas de la raiz, promotoras del crecimiento en
plantas, y su relacibn con la incidencia de picudo negro (Scyphophorus
acupunctatus), bajo manejo agricola convencional y manejo de la agrobiodiversidad
durante el segundo afio de la plantacion.

7.2 Objetivos particulares

+ Estimar el crecimiento de A. cupreata entre el manejo agricola convencional y
de la agrobiodiversidad, empleando el diametro y la altura de las plantas
durante un afio.

» Registrar la incidencia y pérdida de dafio por picudo (S. acupunctatus) y por
pudricion de tallo en ambos tipos de manejo.

* Analizar las propiedades quimicas del suelo de la zona de la raiz de A.
cupreata en ambos tipos de manejo al final de los tratamientos.

» Analizar la composicion de las comunidades bacterianas nativas promotoras
del crecimiento que se encuentran en la rizosfera y enddfitos de la raiz de A.

cupreata en ambos tipos de manejo al final de los tratamientos.
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8. AREA DE ESTUDIO

El sitio de estudio es una parcela de 4.5 ha localizada en el Municipio de
Queréndaro, Michoacan (19°48°59.94” N y -100°53’01.04” W). El suelo es de tipo
franco-arcilloso, ligeramente alcalino. El terreno presenta una pendiente inferior a 5°,
a una altitud de 1840 msnm. De acuerdo con la clasificacion de Képpen modificado
por Garcia, se encuentra localizado en el tipo de clima C(wl) (w) templado
subhimedo con lluvias en verano (INEGI, 2017). La temperatura media mensual
varia de 12.5 a 19.5°C. Mientras que la precipitacion media anual es de 700 mm
(Allende y Mendoza, 2007).

Las plantas de Agave cupreata con las que se trabajé fueron establecidas en campo
en junio del 2019. La parcela presenta un sistema tipo bicultivo de agaves (Agave
cupreata) intercaladas con alfalfa (Medicago sativa). Los agaves plantados con 3.5 m
de separacion entre surcos. La alfalfa sembrada con una amplitud de 1.5 m entre
surcos, dejando a cada lado aproximadamente 1 m entre las plantas de alfalfa y las
de agave. El sistema de riego se llevé a cabo por gravedad aproximadamente cada
30 dias en la temporada seca (noviembre a mayo).

8.1 Disefio experimental

Se llevd el seguimiento de 90 plantas por tratamiento, con un disefio de cinco
bloques por cada tratamiento, desde junio del 2020 a junio del 2021. Bajo manejo
agricola convencional, se establecieron tres tratamientos con fertilizantes y
herbicidas quimicos: glifosato (G), triplel6 y glifosato (GT), triple16 (T). Por otro lado,
el manejo ecoldgico implico la conservacion de la biodiversidad, por lo que se tomé
como manejo de la agrobiodiversidad, en donde se establecieron tres tratamientos
con y sin fertilizantes organicos: humus (H), sin fertilizacion (SF) y composta (C). En
todos los tratamientos se llevd a cabo el control manual de malezas (CMM) hasta la
altura de los agaves, excepto en G y GT el cual fue controlado por la accion del
herbicida (Fig. 1).
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Composicion y dosis de la aplicacion de fertilizantes. Los acidos humicos (humus)
derivados de la descomposicion de materia organica se aplicaron a una dosis de 25
ml / | en un area de 300 m2. Mientras que la composta esta originalmente procesada
de residuos organicos y estiércol de ganado vacuno, se aplicaron 3 kg por individuo.
Por otro lado, se uso el fertilizante inorganico granulado triple 16 compuesto por un
balance de 9.5% NH4 — 6.5% NOs - 16% P20s5 y 16% K20 (FERTINOVA, 2020), se
aplicaron dosis de 10 kg / 300 m2. Todos los componentes de cada tratamiento
fueron aplicados cada tres meses, siendo abril del 2021 la dltima aplicacion para este

estudio.

Control de la vegetacion silvestre. Para los tratamientos G y GT, la vegetacion
silvestre se controld con glifosato-isopropilamina comercial (Jornal) equivalente a 355
g de ia / |, a una concentracion de 20 ml / I, se aplico por aspersion con una bomba
de fumigar alrededor del agave cada que las malezas tuvieran una altura de 20 cm.
En el resto de los tratamientos T, H, SF, C, se controlo a través del CMM cortandola

con el uso de machete a la altura del agave.

Manejo agricola convencional Manejo de la agrobiodiversidad
G GT i H SF C
Glifosato Glifosato CMM CMM CMM CMM
— T16 T16 Humus Composta
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Figura 1. Disefio experimental
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Efecto de las practicas de manejo sobre el crecimiento y salud de
Agave cupreata

9.1.1 Crecimiento de A. cupreata

Se evaluo el crecimiento de 90 plantas por tratamiento, tomando en cuenta el disefio
de cinco bloques. El seguimiento del crecimiento se llevé a cabo mediante
mediciones del didmetro (distancia entre las puntas de las hojas mas expandidas) y
la altura (distancia entre la base del tallo y la espina central). Se hicieron
evaluaciones durante un afo: junio del 2020 (inicio de la temporada de lluvias),
octubre del 2021 (fin de la temporada de lluvias) y junio del 2021. Durante este

tiempo también se registro la mortandad de los individuos.

9.1.2Incidenciay pérdida de dafio por picudo (Scyphophorus
acupunctatus) en A. cupreata

Durante la evaluacion de la salud de las plantas se detecté el ataque de
Scyphophorus acupunctatus (Fig 2a). Por lo que se realizé una inspeccion de todas
las plantas al final de los tratamientos en noviembre del 2021 para observar el dafio
de manera detallada (Fig. 3). Se categorizé el avance del ataque y la severidad de
dafio con respecto a las perforaciones y tejido con necrosis (Cuadro 1). Las
incidencias mas recientes son detectadas mediante secreciones gomosas
expulsadas por el agave (Fig 2b). Algunas plantas logran detener la infestacion

presentando solo perforaciones en las hojas.
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Figura 2. Infestacion de A. cupreata por Scyphophorus acupunctatus: a) S. acupunctatus
adulto, b) Dafio reciente por adulto en el cogollo.

Cuadro 1. Categorias para determinar el avance y el dafio por el ataque de picudo negro (S.
acupunctatus) en A. cupreata.

Categoria o
de avance Descripcion de los sintomas
1 Planta completamente sana.
2 Perforaciones en las hojas del 2020.
3 Perforaciones en las hojas del 2021.
4 Perforaciones en las hojas del 2020 y 2021.
5 Perforaciones del 2020 y dafio en el cogollo del 2021.
6 Dafio severo con secreciones gomosas y necrosis en el cogollo del 2021.
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Figura 3. Grado visual para determinar el avance y el dafio por el ataque de picudo negro (S.
acupunctatus) en A. cupreata.

Andlisis de datos

La estructura de los tratamientos se consider6 como factores: 1) manejo de
vegetacion, con dos niveles, control manual de malezas (CMM) y glifosato; y, 2) tipo
de fertilizacion, con cuatro niveles, triple 16, composta, humus y sin fertilizacion. El
efecto de los factores sobre el crecimiento se analiz6 con un modelo lineal
generalizado (GLM), usando error Gaussian, funcion de enlace identity, y como
variable de respuesta el incremento del didmetro (la diferencia entre los valores
finales e iniciales), el didmetro y la altura final de los agaves. En algunos casos
especificos se utiliz6 pruebas T de Student para evaluar diferencias entre dos

niveles.
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De igual manera, se realizé un GLM con las mismas caracteristicas para la incidencia
y pérdida por dafio por S. acupunctatus, como variable de respuesta se usaron las
categorias de avance. Para la supervivencia se analiz6 con un GLM usando error de
distribuciéon binomial, funcién de enlace logit, con la prueba de Chi. Al tener efecto

los factores, las medias se compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Se obtuvo un indice de productividad (Sdenz-Romero et al.,, 2021) para cada
tratamiento, multiplicando el volumen del cono a partir de la altura y diametro en la
dltima evaluacion del afio: V = (u.d2.h) / 12; donde p=3.1416, d = incremento del
diametro, h = incremento de la altura (Martinez-Palacios et al., 2015b) multiplicado
por la proporcion de la supervivencia. Se realiz6 un andlisis de varianza y al tener
efecto los factores las medias se compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05).
Todos los analisis se realizaron en el programa estadistico R v 4.0.3 (R Core Team,
2021).

9.2. Efecto de las practicas de manejo sobre las propiedades quimicas y
enzimaticas del suelo de la zona de la raiz de A. cupreata

Colecta de muestras

Se excavo hasta 15 cm de profundidad alrededor de cada planta a muestrear para
ubicar las raices. Se colect6 aproximadamente 500 gr de suelo adherido y adyacente
a las raices de cinco plantas adultas y sanas por cada tratamiento, una por cada
bloque. Se ubicaron cuatro puntos equidistantes alrededor de la planta para
representar de mejor manera el suelo de la zona de la raiz, se colectaron las
muestras y se homogeneizaron para formar una muestra compuesta por cada planta.
Las muestras se guardaron en bolsas herméticas y se almacenaron en bolsas
plasticas oscuras a 4°C hasta su analisis. Considerando los seis tratamientos y cinco

muestras por tratamiento, la colecta correspondio a un total de 30 muestras.
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La colecta de muestras fue tomada en junio del 2021 (inicio de temporada de lluvias),
dos meses después de la aplicacion de fertilizantes y seis dias después de la

aplicacion del herbicida.

Andlisis de laboratorio

Para determinar las caracteristicas del suelo y la dinamica de nutrientes en las
muestras colectadas se analizaron diferentes parametros quimicos: pH, y
conductividad eléctrica. La respiraciébn microbiana (mineralizacion de carbono) se
midié a través de un método de incubacion aerdbica. Para registrar la actividad
microbiana relacionada con la materia organica del suelo, se calcularon las
actividades enzimaticas de la B-glucosidasa (B), polifenol oxidasa (PO), leucina
aminopeptidasa (LA) y fosfomonoestereasa (F) (Chavez-Vergara et al., 2014; 2016;
2018). Lo cual se desarrollé con el Dr. Bruno Chavez Vergara en el Laboratorio de

biogeoquimica y materia organica del suelo, del Instituto de Geologia de la UNAM.

Andlisis de datos

La estructura de los tratamientos se consider6 como factores: 1) manejo de
vegetacion, con dos niveles, control manual de malezas y Glifosato; y, 2) tipo de
fertilizacion, con cuatro niveles, Triple 16, composta, humus y sin fertilizacion. El
efecto de los factores sobre las variables del suelo se analizé con un modelo lineal
generalizado, usando error Gaussian, funcion de enlace identity. Al tener efecto los

factores, las medias se compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05).
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9.3 Comunidades bacterianas de larizosfera y endoéfitas de la raiz de A.

Cupreata

Colecta de muestras

Se excavo hasta 15 cm de profundidad alrededor de cada planta a muestrear para
ubicar las raices. Por ser dificil de delimitar la rizosfera, se consider6 como tal el
suelo adherido a las raices para los analisis de metagenomica (L6épez-Lozano et al.,
2020). Se colectaron raices y suelo de la rizosfera de cinco plantas adultas y sanas
por cada tratamiento, una por cada blogue. La colecta de muestras fue tomada en
junio del 2021 (inicio de temporada de lluvias), dos meses después de la aplicaciéon

de fertilizantes y seis dias despumhés de la aplicacion del herbicida.

Se ubicaron cuatro puntos equidistantes alrededor de la planta para representar de
mejor manera la zona de la raiz, se colectaron las muestras y se homogeneizaron
para formar una muestra compuesta por cada planta y se guardaron en bolsas
herméticas. Las muestras de la rizosfera se fijaron con alcohol al 96%.
Posteriormente, las muestras de raiz y rizosfera se almacenaron a -80°C hasta su

procesamiento.

Preparacién de muestras, extraccion de ADN y secuenciacion

Las raices fueron desinfectadas externamente colocandolas durante dos min con
alcohol al 70%, 10 min en hipoclorito de sodio al 5% y, se enjuagaron dos veces con
agua destilada estéril (Desgarennes et al., 2014). Se utilizé aproximadamente 0.3 g
de raiz y, con ayuda de un mortero previamente esterilizado, se pulverizé la muestra
adicionando nitrégeno liquido. Se extrajo el ADN microbiano de las raices por el
método de CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio), de acuerdo con el protocolo
del Laboratorio Nacional de Nutrigendmica y Microbiomica Digestiva Animal
(LANMDA) (Anexo 1).

Mientras que para las muestras de la rizosfera se extrajo el ADN microbiano de 0.3 g
de suelo usando el kit ZymoBIOMICS™ DNA MiniPrep (Zymo Research, CA, USA)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. La concentracion y la pureza del ADN de
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todas las muestras se determiné usando un espectrofotometro NanoDrop Lite

(Thermo Scientific).

Se llevd a cabo la amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
una regién de =200 pb correspondiente a la region V3 del gen 16S ribosomal (16S
rRNA), con adaptadores especificos. Las librerias se construyeron con el kit Nextera
XT (lllumina, San Diego, CA). La secuenciacion se realizo con la plataforma lllumina
MiSeq, conforme a los protocolos del Laboratorio de Gendmica Microbiana (en CIAD,

Mazatlan).

Procesamiento de datos y analisis estadistico

Las lecturas Fastg se ensamblaron y filtraron de acuerdo con su calidad con prinseq-
lite (Schmieder y Edwards, 2011) y FLASH (Mago€ y Salzberg, 2011). Las quimeras
fueron identificadas y eliminadas con el algoritmo VSEARCH (Rognes et al., 2016).
Para determinar la diversidad de las comunidades bacterianas se asignaron
Unidades TaxonOmicas Operativas (OTU, por sus siglas en inglés) con un 97% de
similitud con mg_classifer. Las secuencias se clasificaron utilizando la base de datos

de referencia SILVA (www.arb-silva.de).

Se calcularon curvas de rarefaccion, diversidad alfa con indice de Shannon vy el
estimador Chaol. Para la diversidad beta, se utiliz6 un analisis de Escalamiento
Multidimensional No Métrica (NMDS, por sus siglas en inglés) basado en el indice de
disimilitud de Bray Curtis. Para todos los analisis los resultados significativos
corresponden al 95% de intervalo de confianza (a < 0.05). Para relacionar la
abundancia de los géneros con los parametros del suelo se usé el Anélisis Candnico
de Correspondencias (CCA, por sus siglas en inglés). Los analisis anteriores se

realizaron en el programa estadistico R v 4.0.3 (R Core Team, 2021).

Se uso el algoritmo efecto tamafio (LEfSe) del Analisis Discriminante Lineal (LDA,
por sus siglas en inglés), para identificar taxones (nivel phylum y género) que difieren
en abundancia relativa. Este analisis se realiz0 en la interfaz Galaxy en linea

(http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/).
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10.RESULTADOS

10.1 Crecimiento y supervivencia de agaves

10.1.1 Manejo de vegetacion
La practica de manejo de la vegetacion silvestre tuvo efectos significativos sobre el
crecimiento de A. cupreata (Cuadro 2). Durante 12 meses las plantas tratadas con
glifosato tuvieron un mayor incremento en didmetro y altura, en comparacion con el

control manual de malezas (CMM) (Fig. 4 a-c).

Por lo tanto, en la dltima evaluacién a los dos afios de la plantacion (junio 2021), las
plantas en presencia de glifosato registraron un tamafio total en diametro y altura
mayor que el CMM (Fig. 4 b-d).
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Figura 4. Diferencia de respuesta en el uso de glifosato y control manual de malezas (CMM)
en plantaciones de A. cupreata: a 'y ¢) Incremento del diametro y la altura de las plantas a 12
meses con deshierbe con glifosato y CMM. b y d) Valores promedio del diametro y la altura
de las plantas de agave a dos afios, con deshierbe con glifosato y CMM. Diferentes letras
son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey, las barras representan el error
estandar del promedio (p < 0.05).
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Cuadro 2. Estadistica descriptiva del modelo lineal generalizado (GLM) y valores promedios
para el incremento de tamafo del diametro y la altura de las plantas de agave a 12 meses
tratadas con los factores: Manejo de la vegetacion (glifosato, control manual de malezas) y
tipo de fertilizacion (composta, humus, triplel6, sin fertilizacion), y el didmetro y altura a dos
anos de las plantas de agave.

CM F o] p CM F gl p
Incremento de diametro Incremento de altura
Manejo de la 6009 65 1 <0.001 1394 27.4 1 <0.001
vegetacion
Tipo de 2358 25.5 3 <0.001 143.7 2.8 3 0.03
Fertilizaciéon
Bloque 979 10.6 4 <0.001 70 1.3 4 0.23
Veg:Fert 23 0.2 1 0.61 104 2 1 0.15
Error 92.3 50.8
Diametro Altura
Manejo de la 6317 22.3 1 <0.001 4424 27.5 1 <0.001
vegetacion
Tipo de 6092 215 3 <0.001 3349 20.8 3 <0.001
Fertilizaciéon
Bloque 1721 6 4 <0.001 253 1.5 4 0.1
Veg:Fert 172 0.6 1 0.43 5 0.03 1 0.8
Error 282 160

Manejo de la vegetacion

Incremento de = Incremento del Altura (cm) Diametro (cm)

la altura (cm) diametro (cm)
Glifosato 119+04a 206+0.8a 48.7+10a 63.2+x14a
Control 8.1+04b 13.0+£05b 42.1+0.7b 55.20.9b
manual de
malezas

Tipo de fertilizacion

Composta 6.0+£1.1b 186+1.0a 460x11a 61.9+1.7a
Humus 75+0.7b 6.4+09b 36.7+x1.7c 456+19c
Sin 10.7x05a 18.0+x09a 50.0+09a 64.1+1.4a
fertilizacion
Triplel6 10.3+£05a 15,7+ 0.7 a 41.5+09b 555+1.3b

(CM) Cuadrados medios, (gl) grados de libertad. Medias con letras iguales por columna no
son estadisticamente diferentes (+ error estandar, Tukey <0.05).
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Figura 5. Diferencia de respuesta en el uso de glifosato con y sin fertilizante inorganico en
plantaciones de A. cupreata: a y b) Incremento del diametro y la altura de las plantas a 12
meses con glifosato y tratamiento sin fertilizante (SF). ¢ y d) Incremento del diametro y la
altura de las plantas a 12 meses con glifosato y glifosato combinado con fertilizante
inorganico (T16). Diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba de
Tukey, las barras representan el error estandar del promedio (p < 0.05).

Las pruebas T de Student reflejan en mayor detalle que la adicion de glifosato influye
en el incremento del diametro de los agaves (Fig. 5a), pero no en el incremento de la
altura (Fig. 5b). El uso de glifosato aument6 el diametro significativamente (p < 0.01)
en comparacion con el tratamiento que lleva Unicamente un control manual de
malezas sin ningun tipo de fertilizante (SF). Sin embargo, el impacto del glifosato en
combinacion con el fertilizante inorganico (T16) reduce el incremento del diametro
significativamente (p < 0.01) (Fig. 5 c-d). Por lo que el fertilizante inorganico no es el
factor que esté dando el aumento de talla en los agaves.
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10.1.2 Tipo de fertilizacion
El andlisis arrojo diferencias significativas entre los tipos de fertilizacion (Cuadro 2).
Las estimaciones del incremento del diametro solo tuvieron diferencias significativas
con el tratamiento con humus, donde tuvo menor talla que los otros tratamientos. En
cuanto al incremento de la altura, el tratamiento sin fertilizacion (SF) y el fertilizante

inorganico triple16 fueron los que tuvieron mayor incremento (Fig. 6 a-c).

Para las plantas con dos afios de vida, se registrd que las mayores tallas fueron las
tratadas con composta y SF. Mientras que, las plantas con triplel6 y con humus

fueron las que mostraron menor talla, respectivamente (Fig. 6 b-d).
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Figura 6. Diferencia de respuesta con y sin el uso de fertilizantes organicos e inorganicos en
plantaciones de A. cupreata: a y c) Incremento del diametro y la altura de las plantas a 12
meses de uso de composta, humus, triplel6 y sin fertilizaciéon. b y d) Valores promedio de
diametro y la altura de las plantas de agave a dos afios, con uso de composta, humus,
triplel6 y sin fertilizacion. Diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba
de Tukey, las barras representan el error estdndar del promedio (p < 0.05).
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10.1.3 Supervivencia

El manejo de la vegetacion, el tipo de fertilizacion y su interaccion tuvieron un efecto
significativo sobre la supervivencia de A. cupreata (Cuadro 3). El tratamiento con
glifosato fue el que tuvo mayor mortandad, la supervivencia de este tratamiento fue
del 81%, mientras que el tratamiento sin fertilizacion (SF) y el tratamiento con
composta tuvieron 100% y 98% de supervivencia, respectivamente. Seguido de los
tratamientos triple1l6 (96%), glifosato+triplel6 (95%) y humus (92%) (X2 = 52.5, gl =
5, p < 0.001) (Fig. 7). Entre las causas visuales de mortandad se encuentra el ataque

de picudo (Scyphophorus acupunctatus) y falta de enraizamiento.

Cuadro 3. Estadistica descriptiva del modelo lineal generalizado (GLM) para la supervivencia
de A. cupreata a 12 meses de la aplicacion de los factores: Manejo de la vegetacion
(glifosato, control manual de malezas) y tipo de fertilizacion (composta, humus, triplel6, sin
fertilizacién). (CM) Cuadrados medios, (gl) grados de libertad.

Supervivencia

CM F gl p
Manejo de la vegetacion 0.31 12.8 2 <0.001
Tipo de Fertilizacion 0.09 3.7 3 0.01
Bloque 0.24 9.9 4 0.001
Veg:Fert 0.40 16.7 1 <0.001
Error 0.02
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Figura 7. Curva de supervivencia de plantas de A. cupreata, sujetas a diferentes
tratamientos. (G) Glifosato, (GT) Glifosato y triple 16, (T) Triple 16, (H) Humus, (SF) Sin
fertilizacion y (C) Composta.
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10.1.4 Productividad (desde la biomasa)

Los resultados del analisis de varianza reflejan que el tipo de tratamiento tuvo
diferencias significativas sobre el indice de productividad (F = 7.83, gl = 5, p < 0.05).
La prueba de Tukey reveld que los tratamientos con glifosato y sin fertilizacion son de
mayor tamafo, mientras que con el humus y el fertilizante inorganico no mejoro la

talla (Fig. 8).

o

S _

Ty

™ a

§ i ab
E o™~
Z o abc
ER
o bcd
O

o
8 g 1
g - cd 1
2
o - |

m ]

G —

G GT T H Sk C

Figura 8. indice de productividad de A. cupreata a 12 meses en distintos tratamientos: (G)
Glifosato, (GT) Glifosato y Triplel6, (T) Triplel6, (H) Humus, (SF) Sin fertilizacion y (C)
Composta.
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10.2 Incidenciay pérdida por dafio por picudo (Scyphophorus

acupunctatus)

El manejo de la vegetacion y el tipo de fertilizacion tuvieron efecto significativo sobre
la incidencia de picudo negro medido por las categorias de avance (Cuadro 4). Las
plantas tratadas con glifosato y su combinacion con triplel6 tuvieron mas visitas por
el picudo en el 2020 y 2021 que los otros tratamientos. El 16.6% de las plantas
tratadas con glifosato resultaron en categoria 2 (perforaciones en las hojas en el
2020). Mientras que, en el tratamiento con glifosato y triplel6 presentdé mayor
porcentaje de plantas en categoria 3 (perforaciones en las hojas en el 2021) con

12.2% y en categoria 6 (plantas con dafio severo) con 7.7%.

En cambio, el 86.6% de las plantas tratadas con humus fueron clasificadas como
categoria 1 (completamente sanas), siendo el tratamiento con mayor numero de
plantas sin dafio. Seguido de los tratamientos sin fertilizacion y con composta, el
84.4% de las plantas resultaron sanas, asi como el 10 y el 7.7% de las plantas

presentaron perforaciones en las hojas en el 2021 (Fig. 9).

Cuadro 4. Estadistica descriptiva del modelo lineal generalizado (GLM) para la incidencia de
picudo negro (Scyphophorus acupunctatus) en A. cupreata a 17 meses de la aplicacion de
los factores: Manejo de la vegetacion (glifosato, control manual de malezas) y tipo de
fertilizacién (composta, humus, triplel6, sin fertilizacién). (CM) Cuadrados medios, (gl)
grados de libertad.

Categorias de avance

CM F gl p
Manejo de la vegetacioén 18,5 16.5 1 <0.001
Tipo de Fertilizacién 3.7 3.3 3 0.02
Bloque 3.5 3.1 4 0.01
Veg:Fert 2.2 2 1 0.1
Error 11
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Figura 9. Porcentaje del nivel de incidencia por picudo negro (Scyphophorus acupunctatus)
en A. cupreata a 17 meses de la aplicacion de los tratamientos: Glifosato (Glif), Glifosato y
triplel6 (Glif+Trip), Triplel6 (Trip), Humus (Hum), sin fertilizaciéon (SF), Composta (Comp).
Nivel de avance: Plantas muertas (0), Planta completamente sana (1), perforaciones en las
hojas del 2020 (2), perforaciones en las hojas del 2021 (3), perforaciones en las hojas del
2020y 2021 (4), perforaciones en las hojas del 2020 y dafio en el cogollo del 2021 (5), dafio
Severo con secreciones gomosas y necrosis en el cogollo del 2021 (6).
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Cuadro 5. Valores de los porcentajes del nivel de incidencia por picudo negro (Scyphophorus
acupunctatus) en A. cupreata a 17 meses de la aplicacion de los tratamientos. Nivel de
avance: Planta completamente sana (1), perforaciones en las hojas del 2020 (2),
perforaciones en las hojas del 2021 (3), perforaciones en las hojas del 2020 y 2021 (4),
perforaciones en las hojas del 2020 y dafio en el cogollo del 2021 (5), dafio severo con
secreciones gomosas y necrosis en el cogollo del 2021 (6).

Tratamiento Nivel Individuos (%)  Tratamiento Nivel Individuos (%)

1 48 53.3 1 78 86.6

2 15 16.6 2 3 3.3

. 3 5 5.5 3 1 1.1
Glifosato 4 5 29 Humus 4 0 0
5 0 0 5 0 0

6 1 1.1 6 0 0

1 58 64.4 1 76 84.4

2 5 5.5 2 2 2.2

Glifosato + 3 11 12.2 Sin 3 9 10
triplel6 4 3 3.3 fertilizacion 4 1 11
5 2 2.2 5 0 0

6 7 7.7 6 2 2.2

1 67 74.4 1 76 84.4

2 9 10 2 3 3.3

Triplel6 2 g gg Composta i Z) 7'3
5 1 1.1 5 0 0

6 2 2.2 6 4 4.4
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10.3 Propiedades del suelo de la zona de la raiz de A. cupreata

10.3.1 Manejo de la vegetacion

Valor de pH, conductividad eléctricay C organico del suelo

El manejo de la vegetacién no alterd el pH del suelo de la zona de la raiz de A.
cupreata, manteniéndose neutro con valores promedio de 6.9 (Fig. 10a). Sin
embargo, el manejo de vegetacion modificd significativamente el porcentaje de
carbono organico en el suelo (Cuadro 6). Siendo mayor en el control manual de
malezas (CMM) en comparacién con el uso de glifosato (Fig. 10b). La conductividad
eléctrica (CE) se encontré dentro de los parametros normales, sin embargo, fue

significativamente mayor en el uso de glifosato, en comparacion con el CMM.

Respiraciéon microbiana

El analisis demostré que el control manual de malezas (CMM) modifico la utilizacion
del C (p = 0.05), la mineralizacion de C fue mayor con el CMM mostrando niveles

mas altos de CO2 en comparacion con el control quimico del glifosato (Fig. 10d).

Actividad enzimética

En cuanto a las actividades enzimaticas, este factor no tuvo efecto sobre la enzima
B-glucosidasa (BG), polifenol oxidasa (PO), y fosfomonoestereasa (FE),
manteniéndose con una actividad promedio de 0.1, 1.9 y 0.4, respectivamente
(Cuadro 7). En cambio, la enzima leucina aminopeptidasa (LA) fue significativamente

mas activa en el tratamiento con glifosato, a diferencia del CMM (Fig. 11).
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Figura 11. Valores promedio de la respuesta quimica con el uso de glifosato y control manual de
malezas en el suelo de la zona de la raiz de A. cupreata: a) pH. b) CE: conductividad eléctrica.
c) Carbono orgéanico. d) CO,. Diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba
de Tukey, las barras representan el error estandar del promedio (p < 0.05).
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Figura 10. Valores promedio de la respuesta enzimatica con el uso de glifosato y control
manual de malezas en el suelo de la zona de la raiz de A. cupreata: a) FE:
fosfomonoestereasa. b) BG: B-glucosidasa. ¢) PO: polifenol oxidasa. d) LA: leucina
aminopeptidasa. Diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba de
Tukey, las barras representan el error estandar del promedio (p < 0.05).
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10.3.2 Tipo de fertilizacion

Valor de pH, conductividad eléctricay C organico del suelo

El tipo de fertilizacion no tuvo efectos significativos sobre el pH en el suelo de la zona
de la raiz de A. cupreata, oscilando en promedio entre 6.8 a 6.9. La conductividad
eléctrica (CE) no fue alterada significativamente, manteniéndose en un rango entre
33.8 y 41.1 (mS/cm™) en promedio. Los resultados reflejan que el C orgéanico fue
significativamente mayor en el tratamiento con composta, en comparacion con el

fertilizante inorganico triple16 (Fig.12).

Respiraciéon microbiana

El andlisis reflej6 que la respiracion microbiana (CO2) increment6 en el tratamiento
con humus, mientras que hubo decremento en los tratamientos con triplel6 y con

composta (Fig. 12d).

Actividad enzimética

Las actividades enzimaticas de B-glucosidasa (BG) y fosfomonoestereasa (FE), no
tuvieron efecto significativo, manteniéndose entre 0.1 y 0.4 en todos los tratamientos,
respectivamente. Mientras que, la enzima polifenol oxidasa (PO) fue
significativamente mayor en el uso de triplel6 y del humus. La adicién de composta y
el tratamiento sin fertilizacion redujeron la actividad de la enzima. Una tendencia
similar con la enzima leucina aminopeptidasa (LA), siendo mayor con triplel6,
seguido del tratamiento sin fertilizante y humus. Mientras que el uso de composta

reduce dicha actividad (Fig. 13).
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Figura 13. Valores promedio de la respuesta con y sin el uso de fertilizantes organicos e
inorganicos en el suelo de la zona de la raiz de A. cupreata: a) pH. b) CE: Conductividad
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Figura 12. Valores promedio de la respuesta enzimatica de la respuesta con y sin el uso de
fertilizantes orgénicos e inorgénicos en el suelo de la zona de la raiz de A. cupreata: a) FE:
fosfomonoestereasa. b) BG: B-glucosidasa. c) PO: polifenol oxidasa. d) LA: leucina
aminopeptidasa. Diferentes letras son significativamente diferentes segun la prueba de
Tukey, las barras representan el error estandar del promedio (p < 0.05).
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Cuadro 6. Estadistica descriptiva del modelo lineal generalizado (GLM) para las propiedades
guimicas del suelo de la zona de la raiz de A. cupreata a 12 meses de la aplicacién de los
factores: Manejo de la vegetacion (glifosato, control manual de malezas) y tipo de
fertilizacién (composta, humus, triplel6, sin fertilizacién). (CM) Cuadrados medios, (gl)
grados de libertad.

CM F gl p CM F gl p
pH C organico (C org)

Manejo de 0.002 0.05 1 0.81 0.91 8.97 1 <0.01
la
vegetacion
Fertilizacién 0.072 1.47 3 0.25 0.20 2.01 3 0.14
Bloque 0.092 1.86 4 0.15 0.04 0.41 4 0.79
Veg:Fert 0.018 0.37 1 0.54 0.28 2.82 1 0.10
Error 0.049 0.10

Conductividad eléctrica (CE) CO;
Manejo de 1083.37 7.70 1 0.01 336.98 4.37 1 0.04
la
vegetacion
Fertilizacién 16.04 0.11 3 0.95 494.39 6.41 3 <0.01
Bloque 115.73 0.82 4 0.52 78.78 1.02 4 0.42
Veg:Fert 114.24 0.81 1 0.37 9.29 0.12 1 0.73
Error 2812.85 77.10

B-glucosidasa (BG) Polifenol oxidasa (PO)

Manejo de 0.01 0.72 1 0.40 1.47 4.18 1 0.05
la
vegetacion
Fertilizacién 0.01 0.99 3 0.41 1.07 3.06 3 0.05
Bloque 0.001 0.07 4 0.98 0.31 0.88 4 0.49
Veg:Fert 0.01 0.60 1 0.44 0.14 0.42 1 0.52
Error 0.34 0.35

Leucina aminopeptidasa (LA) Fosfomonoesterasa (FE)
Manejo de 0.47 56.97 1 < 0.01 0.72 1 0.40
la 0.001
vegetacion
Fertilizacion 0.04 5.76 3 <0.01 0.01 0.99 3 0.41
Bloque 0.001 0.23 4 0.91 0.001 0.07 4 0.98
Veg:Fert 0.07 9.59 1 <0.01 0.01 0.60 1 0.44
Error 0.008 0.01
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Cuadro 7. Valores promedios para las propiedades quimicas del suelo de la zona de la raiz
de A. cupreata a 12 meses de la aplicacion de los factores: Manejo de la vegetacion
(glifosato, control manual de malezas) y tipo de fertilizaciobn (composta, humus, triple16, sin
fertilizacion).

pH CE (mS/cm™) C org (%) CO2(ugC g™
Manejo de la vegetacion
Glifosato 6.9 £0.06 a 46.5+57a 1.9+0.08b 23.2%+3b
Control manual 6.9 £0.05 a 33.8+1.1b 2.2+0.05 a 30.3x25a
de malezas
Tipo de fertilizacion
Composta 6.9+ 0.06 a 33.8+18a 25+0.1a 22.1+34b
Humus 6.9 £0.08 a 31.3x14a 2.3+x0.2ab 42 7+51a
Sin fertilizacion 6.8 +£0.09 a 404+58a 2.1+0.09 ab 29.7+3.0ab
Triplel6 6.9+ 0.05a 41.1+31a 1.9+0.07b 21.6+20b
Actividad enziméatica
BG PO LA FE
Manejo de la vegetacion
Glifosato 0.1 +0.01 22+0.2a 0.4+0.03a 0.4+0.04 a
a
Control manual 0.1+£0.02 1.7+01a 0.2+0.02b 0.4 £0.02 a
de malezas a
Tipo de fertilizacion
Composta 0.09 + 0.01 16+0.1b 0.1+0.03c 04+0.04a
a
Humus 0.1 +0.03 1.9+0.3ab 0.2 +0.02 bc 0.5+0.04 a
a
Sin fertilizacién 0.1+0.01 16+0.1b 0.3+0.06 ab 0.4+0.04 a
a
Triplel6 0.1 +0.03 2.3+0.2a 0.4+0.03 a 0.4+0.04 a
a

(CE) Conductividad eléctrica, (C org) Carbono organico, (BG) B-glucosidasa, (PO) Polifenol
oxidasa, (LA) Leucina aminopeptidasa, (FE) Fosfomonoestereasa. Medias con letras iguales
por columna no son estadisticamente diferentes (+ error estandar, Tukey < 0.05).
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10.4 Comunidades bacterianas rizosféricas y endaofitas de la raiz de A.

Cupreata

Diversidad y riqueza de bacterias

En la rizosfera se obtuvieron 18,839 Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs, por
sus siglas en inglés) en total. Se encontraron un total de 1010 géneros anotados. De
forma general, las curvas de rarefaccion describen que la secuenciacion fue lo
suficientemente exhaustiva para representar la diversidad en los tratamientos con
composta y glifosato, mientras que en algunas muestras las curvas indican

secuenciacion recursiva de la minoria y por lo tanto especies no detectadas, como en
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Figura 14. Curvas de rarefaccion a partir de la matriz de unidades taxondmicas operativas
(OTUs) bacterianas de A. cupreata en distintos tratamientos: (G) Glifosato, (GT) Glifosato y
Triplel6, (T) Triplel6s, (H) Humus, (C) Composta, (SF) Sin fertilizacién. a) Bacterias
rizosféricas. b) Bacterias enddfitas de la raiz.
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el caso del tratamiento con humus (Fig. 14a).

En la raiz se obtuvieron 8,060 OTUs. Se detectaron 664 géneros de bacterias
endodfitas de la raiz en total. Para la mayoria de las muestras las curvas de
rarefaccion fueron muy altas, por lo que la cobertura de secuenciacion fue buena
(Fig. 14b).

El estimador Chaol y el indice de Shannon en las muestras de rizosfera y raiz no
presentaron diferencias significativas de la diversidad bacteriana entre los
tratamientos (p > 0.05). Sin embargo, en las muestras de rizosfera, al ser excluidas
las muestras que no presentaban un buen patrén de diversidad, puede visualizarse
una diversidad promedio mayor en el tratamiento con el uso de composta (7.6 = 0.1),
triplel6 (7.5 £ 0.2) y glifosato (7.3 £ 0.2). Mientras que, los tratamientos sin
fertilizacion (7.1 £ 0.7) y humus (6.7 + 1.6) fue menor, presentando mas variacion
entre muestras. En el indice de riqueza Chaol se observan ligeras diferencias,
registrando un aumento en el tratamiento con composta y glifosato (Fig. 15a).
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Figura 15. Estimador Chaol e indice de Shannon estimando la diversidad bacteriana de la
rizosfera y raiz de A. cupreata en diferentes tratamientos: Glifosato (Gli), glifosato y triple16
(Gli+T16), triple16 (T16), humus (Hum), sin fertilizacion (SF), composta (Com). a) Rizosfera.
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La diversidad alfa en las muestras de la endosfera de la raiz fue mas baja que en la
rizosfera, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, fue
marginalmente mayor el promedio en el tratamiento con el fertilizante inorganico solo
(4.3 £ 0.6), y combinado con glifosato (3.1 = 0.6), seguido del uso de glifosato (3.4 +
1). Los tratamientos sin fertilizacion (3.2 £ 1.2) y con humus (3.1 + 0.9) presentaron
mayor variacion en la diversidad. Lo que sugiere que la adicion de fertilizantes y el
herbicida estan modificando ligeramente la diversidad. El indice de Chaol no mostro

diferencias, pero hubo una gran variacion en el tratamiento con glifosato (Fig. 15b).
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La grafica de escala multidimensional no métrica (NMDS) de las muestras de la
rizosfera revel6 que las muestras tratadas con composta, glifosato y triplel6 se
agrupan claramente, pero no en las muestras de humus y sin fertilizante donde hay
mayor variacion entre muestras, confirmando la informacion anteriormente

mencionada sobre la diversidad (Fig. 16a).
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Figura 16. Grafica de escala multidimensional no métrica (NMDS) de la diversidad beta de
Bray-Curtis estimada a partir de la matriz de unidades taxonémicas operativas (OTUSs)
bacterianas de la rizosfera y raiz de A. cupreata con diferentes tratamientos: Glifosato (G),
glifosato y triplel6 (GT), triplel6 (T), humus (H), composta (C), in fertilizacion (SF). a)
Rizosfera. b) Raiz.
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Del mismo modo, en la endosfera de la raiz las muestras tratadas con triplel6 y la
combinacion de glifosato y triplel6 formaron grupos claros, mientras que las
muestras de humus, glifosato y sin fertilizacion muestra mayor variacion y se
traslapan entre si (Fig. 16b). Los resultados de los graficos de NMDS confirman que

el tipo de manejo contribuye en la agrupacion de las comunidades bacterianas.

Abundancias relativas

En todas las muestras de la rizosfera se detectaron un total de 34 phyla distintos de
bacterias, donde Actinobacteria, Proteobacteria y Acidobacteria comprendieron >
60% de cada muestra (Fig. 17a). Los perfiles de las abundancias relativas
bacterianas parecian similares, algunas muestras tuvieron un patrén distinto por lo
que fueron excluidas del andlisis de diversidad. De forma general, en la rizosfera de
A. cupreata las ordenes el Vicinamibacterales (13%), Rhizobiales (11%) y Bacillales
(5%) fueron las mas abundantes. En la endosfera de la raiz, resultaron un total de 28
phyla, Cyanobacteria y Proteobacteria cubrieron > 80% en todas las muestras (Fig.
18a). La orden Cyanobacteriales cubrié > 60% de las muestras.

A nivel de género, la rizosfera estuvo comprendida principalmente por Vicinamibacter
(13%, Acidobacteriota), Gemmatimonas (4.5%, Gemmatimonadota), Bacillus (5%,
Firmicutes), Chelativorans (3.3%, Alphaproteobacteria) y Tepidisphaera (3%,
Planctomycetota), representaron en promedio el 28% de los perfiles de abundancias
relativas (Fig. 17b). En las muestras de la endosfera de la raiz la abundancia de
Tolypothrix (68.3%, Cyanobacteria) y Rhodoligotrophos (9.3%, Alphaproteobacteria)
fueron los géneros mas abundantes (Fig. 18b).
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Figura 17. Gréficas de abundancia relativa de bacterias rizosféricas de A. cupreata con
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Estructura de las comunidades bacterianas en el nivel de phylum

Para identificar los organismos diferencialmente abundantes asociados con las
practicas de manejo se usé el tamafio del efecto (LEfSe) del andlisis discriminante
lineal (LDA). Los resultados del LEfSe en las bacterias rizosféricas detectaron que el
phylum Planctomycetota aument6 en los tratamientos con composta y con glifosato
en comparacion con el tratamiento sin fertilizacion (SF), mientras que, en SF se
encontraron mas abundantes Thermosulfidibacterota, Thermotogota, Cyanobacteria,
Thermodesulfobiota, Fibrobacterota y Deinococcota. Por otro lado, la abundancia de
ocho phyla se enriquecié en el tratamiento con composta en comparacion con el
tratamiento de glifosato, entre ellos se encuentran Gemmatimonadota, Firmicutes,
Myxococcota Deinococcota, Caldisericota, Thermotogota, Fusibacteriota vy

Thermodesulfobiota, en ese orden.

En la endosfera de la raiz, el phylum Fusobacteriota fue mas abundante en el
tratamiento con composta en comparacion con los otros tratamientos. En cuanto al
glifosato solo mostré diferencias en los organismos cuando se combind con el

fertilizante quimico.

Estructura de las comunidades bacterianas en el nivel de género

Los resultados muestran que el uso de glifosato y composta modificd
significativamente los géneros de la rizosfera. EI género Agromyces (Actinobacteria)
es detectado con LDA alto en el tratamiento con glifosato comparado con los otros
tratamientos. La abundancia de 28 géneros se modificO positivamente con la
aplicacion de glifosato (G) en comparacion con el tratamiento sin fertilizacion (SF),
entre los mas relevantes en glifosato fue el incremento de Kribbella y Nitratireductor.
En cambio, disminuyeron 22 géneros como Spirosoma y Anaeromyxobacter (Fig.
19a).

La abundancia de 25 géneros aumenté con el uso de composta en comparacion con
el tratamiento SF, entre ellos Gemmatimonas y Tepidisphaera, asi como también se

observo decremento de 21 géneros como Microvirga e Hyphomicrobium mayormente
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(Fig. 19b). Tanto el uso de composta como de glifosato redujeron la abundancia de
Endobacter y Rhodoligotrophos, pero bajo ambos insumos aumentaron géneros

como Aeromicrobium.

La adicion de insumos externos también modificO la comunidad de bacterias
endofitas de la raiz, principalmente el glifosato y el fertilizante inorganico triplel6,
combinados o por separado. El resultado de NMDS mencionado anteriormente
muestra una clara diferencia entre los tratamiento triplel6 (T) y su combinacién con
glifosato (GT). En este analisis se muestra que con el uso de T ocasiona el aumento

de 19 géneros, mientras que, GT aumentan 8 géneros (Fig. 20a).

Al comparar los tratamientos bajo el manejo convencional contra el tratamiento sin
ningun insumo muestra diferencias significativas. Al comparar el triplel6 con el
tratamiento SF, el fertilizante inorgadnico aument6é 21 géneros, mientras que, siete
géneros fueron reducidos (Fig. 20b). En las comparaciones el fertilizante inorganico
se enriquecié principalmente con Aquifex, Steroidobacter, Vibrio, Luteolibacter,

Thermogemmatispora, Endobacter y Paraclostridium.

Por otro lado, la adicién de glifosato aumento la abundancia relativa de 7 géneros en
comparacion con el tratamiento SF, y disminuyeron 10 géneros (Fig. 20c). El uso del
herbicida y el fertilizante inorganico afectaron negativamente géneros como

Paracoccus, Acinetobacter y Cutibacterium.
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(G) glifosato (barras rojas).
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Relaciones entre las propiedades del suelo y las comunidades bacterianas

Se uso el Andlisis de Correspondencia Candnica (CCA) para detectar las relaciones
entre las propiedades del suelo y las abundancias relativas de los 30 géneros mas
abundantes de la rizosfera y de la endosfera de la raiz. Se reveld que, en la rizosfera
el primer y el segundo componente pudieron explicar el 50% de la variacion
bacteriana. Se mostré que el C organico, la leucina aminopeptidasa y la beta
glucosidasa, en este orden, tuvieron un impacto sobre los patrones de abundancia de
la comunidad de bacterias de todas las muestras, los parametros menos importantes
fueron la conductividad eléctrica y el pH. La frecuencia de Gemmatimonas y
Thiobacillus y Gaiella estuvieron asociados con los sitios con composta y con el C
organico. mientras que, Vicinamibacter, Chelativorans y Fimbriiglobus se asociaron
en los sitios con glifosato, e influenciados por la enzima polifenol oxidasa y la leucina

aminopeptidasa (Fig. 21a).

En la endosfera de la raiz, los primeros dos componentes del CCA explicaron solo el
18% de la variacion bacteriana. El resultado sobre la abundancia de la comunidad
bacteriana endofitica influye principalmente las enzimas polifenol oxidasa y la leucina
aminopeptidasa, y en menor medida la conductividad eléctrica y la beta glucosidasa.
Sphingobium y Sphingomonas estuvieron relacionados con la enzima polifenol
oxidasa. La distribucion de los OTUs fue mas concentrada en relacion con los
pardmetros del suelo, no se asociaron claramente con los pardmetros del suelo, por

lo que otro factor no incluido estan explicando la variacion (Fig. 21b).
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Figura 21. Andlisis de correspondencia candnica (CCA) basado en la abundancia relativa de
los 30 géneros mas abundantes de bacterias y las propiedades quimicas del suelo entre los
diferentes tratamientos en A. cupreata. Las flechas azules representan los parametros del
suelo: (C org) carbono orgéanico, (CO2) Respiracion microbiana, (CE) conductividad eléctrica,
(LA) leucina aminopeptidasa, (BG) B-glucosidasa, (FE) Fosfomonoestereasa, (PO) Polifenol
oxidasa. Los puntos verdes indican los tratamientos: (SF) sin fertilizacién, (C) composta, (G)
glifosato, (H) humus, (T) triplel6 y (GT) glifosato + triplel6. Las letras grises indican los
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11. DISCUSION

11.1 Efecto de las practicas de manejo sobre el crecimiento y salud de A.

cupreata

11.1.1 Manejo de la vegetacién
La aplicacion cada tres meses de glifosato en la plantacion de Agave cupreata con
riego en la época de secas favorecio el crecimiento de las plantas en relacion con los
otros sistemas de control de maleza. Se reporta que el glifosato en dosis bajas puede
estimular el crecimiento de las plantas, registrandose el fendmeno de hormesis
(Cedergreen, 2008; Silva et al., 2016). Dicho fendmeno ha sido observado en cafa
de azucar y eucalipto (Nascentes et al., 2018), en cebada (Cedergreen, 2008) y soja
(Silva et al., 2016). El fendbmeno puede estar relacionado con el incremento de
aminoacidos aromaticos como el triptéfano y la fenilalanina cambiando la respuesta

hormonal, los cuales son precursores de proteinas y auxinas (Silva et al., 2016).

Martinez-Palacios et al. (2015a) reportan una respuesta contraria en plantaciones de
temporal de A. cupreata, con tres aplicaciones de glifosato entre los meses de julio y
septiembre, las plantas registraron las menores tallas en relacion con el control, a lo
largo de 24 meses de estudio. La diferencia pudo deberse al tiempo corto entre cada
una de las tres aplicaciones por afio. Resultados similares se reportaron en A.

sisalana a nivel de laboratorio (Sarkar et al., 2014).

11.1.2 Tipo de fertilizacion
La composta y sin fertilizacion se registré la mayor respuesta en diametro y altura en
24 meses de crecimiento en relacién con el triplel6 y el humus. Trabajos previos en
Agave angustifolia en invernadero, registraron que la aplicacion de fuentes de N, Py
K no reflejaron mayor incremento del contenido foliar de N, K y Ca, tampoco se
reflejé6 una mayor respuesta en la altura de la planta, en diametro del tallo y el peso
seco de las raices en relacion con el control sin fertilizacion (Sanchez-Mendoza et al.,
2019). De igual forma, A. angustifolia en otros trabajos reportan que la aplicacion de
composta comparado con el uso de fertilizantes mejor6 significativamente la

respuesta en el diametro del tallo, volumen de las raices y biomasa total de las
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plantas cultivadas en invernadero (Enriquez-del Valle et al., 2009). Aunque el humus
no favorecio el crecimiento de A. cupreata, existen reportes que la concentracion de
la aplicacion a 2 ml / | favoreci6 el crecimiento en plantas de Yucca aloifolia (Altace y
Alsawaf, 2019). Con respecto a esto, Rose et al. (2014) mencionan que las
sustancias humicas pueden tener efectos inconsistentes en el desarrollo de las
plantas. Los efectos varian de acuerdo con factores como la tasa de aplicacion, el

tipo de sustancia humica, las condiciones ambientales y la especie de la planta.

11.1.3 Supervivenciay productividad

Se registr6 mayor mortandad en el tratamiento con glifosato a un afio de la aplicacion
de los tratamientos, el mayor decremento se presentd después de la temporada de
lluvias. Estd documentado el uso de glifosato y la disminucion del rendimiento del
cultivo, prevalencia de plagas y enfermedades, reduccion de microorganismos
rizosfericos y microfauna, e inmovilizacion de micronutrientes como el Ca y el Mg en
cultivos sensibles al glifosato (Duke et al., 2012). Ademas, disminuye el contenido de
clorofila y las tasas de fotosintesis, dando como resultado el amarillamiento de hojas,
asi como necrosis de las raices (Gomes et al., 2016). Lo que podria ser causa de la
mortandad de individuos.

El control manual de malezas no tuvo ninguna pérdida durante el desarrollo del
estudio y tuvo las plantas de mayor tamafio en diametro y altura. Dichas plantas
proveen algunos servicios, como conservar la humedad al reducir el suelo expuesto
(Rana y Rana, 2016). En el sitio de estudio, la vegetacién silvestre era controlada de
forma manual y natural, debido a que la vegetacion anual llegaba a su senescencia,
sirviendo como fuente de materia organica, mientras que vivas liberan exudados
permitiendo el aumento de biomasa microbiana en el suelo (Sturz et al., 2001). Los
cultivos con vegetacién de cobertura, se ha reportado que estos ultimos favorecen
las condiciones fisicas del suelo (Haynes, 1980), tal como, la estructura del suelo, la

infiltracion de agua, incremento de la materia organica y la aireacion del suelo.

Se ha demostrado que las plantas cultivadas han perdido sus rasgos funcionales y

han reducido la diversidad microbiana en comparacion a sus parientes silvestres
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(Coleman-Derr et al., 2016). Por lo que algunas malezas, incluyendo gramineas,
tienen mayor cantidad y diversidad de bacterias que la planta de cultivo (Solanum
tuberosum), sirviendo como fuente de rizobacterias. EI manejo de las malezas esta
permitiendo el ciclo de nutrientes directa e indirectamente mediante la manutencion

de microorganismos, como el caso de estudio de Sturz et al. (2001).

En cuanto a los nutrientes se ha observado que con mayor abundancia de malezas
aumentan los niveles de Ca, Mg y N en el suelo, protegiendo la pérdida del N por
lixiviacion (Jordan y Vatovec, 2004). Durante el tiempo de observacion la vigorosidad
y tonalidad verde fuerte era notorio en dichos tratamientos en comparacién con los
individuos tratados con glifosato, probablemente por tener una cantidad adecuada de

nutrientes.

Ademaés, la diversidad vegetal del sitio promovia refugio y alimento para
depredadores, herbivoros y polinizadores. En teoria la diversidad de plantas impide
que los herbivoros se centren en la planta de cultivo, y se alimenten de la amplia

gama disponible (Letourneau et al., 2011).

En nuestro estudio, la productividad en el tratamiento sin fertilizacién fue alta similar
a la que registré el efecto de hormesis por la presencia de glifosato, sin embargo, por
los beneficios de la vegetacién acompafiante discutidos anteriormente, es necesario

hacer un cambio en los agroecosistemas para que sean amigables con el ambiente.

11.1.4 Incidencia de picudo negro (Scyphophorus acupunctatus)

En este estudio, los tratamientos con herbicida y fertilizante quimico fueron los que
tuvieron mayor porcentaje de incidencia de picudo negro, debilitando las plantas. De
manera similar, Tofifio-Rivera et al. (2020) reportan que el glifosato aumentd el
ataque de coledpteros y de hongos patdgenos, facilitando la destruccion de la raiz
del cultivo de frijol, bajando el rendimiento. Esta reportado que el uso de fertilizacion
inorganica a base de N, P y K hace a las plantas mas susceptibles a plagas y
enfermedades (El-Zahi et al., 2012).
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11.2 Propiedades del suelo de la zona de laraiz de A. cupreata

11.2.1 Manejo de la vegetacién

Valor de pH, conductividad eléctricay C orgénico del suelo

El pH del suelo es importante para determinar la estructura de las comunidades
bacterianas y la liberacién de nutrientes, sin embargo, en el presente trabajo puede
ser que no sea un factor que esté modificando dichos componentes. En otro estudio
el pH también se ha mantenido neutro con la adicién de glifosato (6.54) (Tofifio-
Rivera et al., 2020).

Por otro lado, se registré que la adicion de glifosato eleva la conductividad eléctrica
(CE) del suelo de la zona de la raiz significativamente, aunque no lo suficiente para
considerarlo como suelo salino. En diversos estudios se ha encontrado que a medida
que incrementa la concentracion de glifosato, aumenta la conductividad eléctrica
(Zobiole et al., 2010; Da Costa et al., 2021). Esta respuesta puede estar relacionada
con el ingrediente activo del glifosato, la sal isopropilamina la cual es altamente
soluble (Baylis, 2000), el aumento de iones disueltos o sales aumenta la CE y la
absorcién del agroquimico, y disminuye su desorcién, como ocurre con otros
compuestos salinos como la atrazina, componente de otros herbicidas (Zobiole et al.,
2010; Tofifio-Rivera et al., 2020).

Aungue los agaves eran de mayor talla con la adicion de glifosato, la conservacion
de la vegetacion asociada incrementd el porcentaje y mineralizacién de C orgénico.
Puede deberse al hecho de que algunas hierbas se pueden descomponer facilmente,
proporcionando una fuente importante de materia organica disponible (Jordan y
Vatovec, 2004). Yang et al. (2007), compararon las practicas de manejo sobre cultivo
de citricos, y demostraron que, con el corte manual de malezas la materia organica y

el N total fueron mas altos que con herbicida.

Respiracién microbiana

El flujo de C mineralizable proporciona informacion sobre los cambios en la materia
organica (Kaur et al., 2008). El flujo de CO:2 en este estudio fue mayor con el control
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manual de malezas que con el uso de glifosato. Lo cual coincide con el estudio de
Nguyen et al. (2016), donde el glifosato (200 mg kg™) y el suelo con pH neutro (5.5-
7.5) tienen un efecto negativo sobre la respiracidn microbiana, mientras que las

concentraciones de glifosato superiores y un suelo &cido (< 5.5) la pueden estimular.

Por otro lado, la adicidon de residuos vegetales ha mejorado la mineralizaciéon de C
por parte de los microorganismos por la gran cantidad de recursos disponible y
disponibilidad de nutrientes (Najmadeen et al., 2010). Por lo que la vegetacion

acompafante aumenta la disponibilidad de C para la actividad microbiana.

Actividad enzimatica

La mayoria de las actividades enzimaticas no fueron alteradas por el uso de
glifosato, excepto la enzima leucina aminopeptidasa implicada en la transformacién
del N organico. Diversos estudios han estimado el efecto de los herbicidas sobre las
actividades enzimaticas. Los patrones de las actividades enzimaticas se relacionaron
con el tipo de herbicida, dosis, distancia a la raiz y tipo de suelo (Nguyen et al., 2018;
Rose et al., 2018).

En otro estudio, se observaron efectos temporales sobre la leucina aminopeptidasa
siete dias después de la aplicacion del herbicida, sin embargo, la respuesta
enzimatica varié con el tipo de suelo (Rose et al., 2018). Asi mismo, hubo efectos
significativos mayores en la leucina aminopeptidasa con el uso del herbicida
RoundupCT en comparacion con el uso de glifosato a los tres dias de su aplicacion
(Nguyen et al., 2018). Sin embargo, en ambos estudios después del dia 28 de la

aplicacion estos efectos ya no eran evidentes.

Es posible que el aumento de la actividad pudo deberse a una limitacion de N, dando
como resultado el aumento de la actividad para satisfacer la demanda del nutriente a
través de la descomposicién de la materia organica, como se ha demostrado en el
estudio de Loeppmann et al. (2016). Mientras que, Rose et al. (2018) reportan que

los herbicidas tuvieron efectos temporales e inconsistentes sobre las actividades
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enzimaticas y los niveles de N, herbicidas como el 2,4-D causaron reduccion de NOs

0 aumento de NHa.

11.2.2 Tipo de fertilizacion

Valor de pH, conductividad eléctricay C orgénico del suelo

En nuestro estudio, el tipo de fertilizacion no modifico el pH ni la conductividad
eléctrica del suelo, similar a otros trabajos donde los fertilizantes organicos e
inorganicos registraron valores de pH tendientes al neutro, de 6.1 y 7.4
respectivamente (De la Mora-Orozco et al.,, 2020). En otros trabajos la adicién de
fertilizantes inorganicos ha disminuido el valor del pH (Ge et al., 2010). Sin embargo,
el porcentaje de C organico fue diferencial, registrando un valor superior en
presencia del fertilizante organico composta. Lo que coincide con otros estudios
donde el C organico aumenta con enmiendas organicas en comparacion con la
fertilizacion inorganica en plantaciones de A. tequilana (De la Mora-Orozco et al.,
2020), arroz (Guo et al., 2019) y maiz, principalmente en los primeros 15 cm de la
superficie del suelo (Kaur et al., 2008). Incluso el C organico disminuye con la adicién
de fertilizantes inorganicos en comparacion con el control (Ge et al., 2010).

Respiracién microbiana

El tipo de nutrientes que son implementados en los suelos cultivados pueden alterar
la actividad y la estructura de la comunidad bacteriana (Zhang et al., 2012). El
tratamiento con humus y sin fertilizacion tuvo mayor mineralizacion de C que los

tratamientos con composta y el fertilizante inorganico triplel6.

Las tasas de mineralizacion de C suelen ser mas altas bajo un manejo organico que
con el manejo convencional (Gimsing et al., 2004). Los resultados de este estudio
reflejaron que la respiracion microbiana fue menor con la fertilizacién inorganica,
similar a otros estudios donde la fertilizacion mineral de N, NP y NPK no tuvieron
efecto sobre este parametro (Ge et al., 2010; Guo et al., 2019).
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La respuesta cambia cuando se combinan fertilizantes inorganicos y organicos.
Aumenta la produccion de CO2 y la poblacion bacteriana con la adicion de fertilizante
(NPK) con diferentes concentraciones de acidos humicos (Sharif et al., 2002), y
abono orgénico (estiércol de granja). Lo cual se le atribuye al incremento en la
materia organica, y sustratos de C mas labiles que mantienen el proceso de

mineralizaciéon (Kaur et al., 2008).

Los cambios en la tasa de mineralizacion también pueden deberse al a los cambios
en la composicion microbiana, en el caso de Guo et al. (2019) reportan el aumento
de CO:2 con fertilizantes organicos (estiércol de ganado vacuno) en comparacion con
el control y el fertilizante inorganico (NPK), donde la fuente de C fue mas abundante
o disponible, lo que mejoré la actividad microbiana de algunas especies de bacterias

y por lo tanto aceler6 la mineralizacion.

Actividad enzimatica

Los resultados demuestran que la actividad de algunas enzimas cambia por el tipo
de fertilizacién. El tratamiento con fertilizante inorganico y con humus estimularon la
actividad de la polifenol oxidasa en el suelo adyacente a las raices. Mientras que, el
tratamiento con fertilizante inorganico y sin fertilizante estimularon la leucina
aminopeptidasa, De manera similar Wang et al. (2022) registraron que la fertilizacion
inorganica (NPK) aument6 la actividad de dichas enzimas en comparacion con el
control, sin embargo, la combinacion del fertilizante con enmiendas organicas (paja

de maiz) mejoraron significativamente las actividades enziméticas del suelo.

Otros estudios indican que los fertilizantes inorganicos aumentaron otras enzimas
como la ureasa y glicosidasas en el suelo a granel, involucradas en la mineralizacién
de N y la descomposicion de carbohidratos almacenados en la celulosa y quitina
(Saiya-Cork et al., 2002; Ai et al., 2011).

El aumento de la actividad de las enzimas en el tratamiento con fertilizacion

inorganica que proporciona NPK al suelo puede ser el resultado de la disminucion de
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la asignacion de C y N. Los tratamientos con fertilizante triplel6, humus y sin
fertilizacion tuvieron menor porcentaje de C organico, lo que podria explicar el
aumento de la actividad de la polifenol oxidasa. Se ha observado que los
microorganismos secretan mas leucina aminopeptidasa ante la baja disponibilidad de
NOs y NH4 para obtener N organico en tratamientos con fertilizacion organica (Wang
et al., 2022). Por el contrario, el tratamiento con composta no tuvo limitaciones de C
organico lo que corresponde con la baja actividad de leucina aminopeptidasa y
polifenol oxidasa. Similar a lo que Ai et al. (2011) reportaron, donde la fertilizacion

con composta de estiércol no aumenté la actividad de dichas enzimas.

Las actividades de la B-glucosidasa y la fosfomonoestereasa se mantuvieron sin
cambios segun el tipo de fertilizacion. La estabilidad de la actividad enzimatica en el
suelo adyacente a las raices estd asociada al proceso de mineralizacion y la

descomposicion de la materia organica (Ai et al., 2011).

11.3 Comunidades bacterianas de la rizosfera y endoéfitas de laraiz de A.

Cupreata

Diversidad y riqueza de bacterias

Los analisis de diversidad de bacterias en la rizosfera y en la raiz de A. cupreata no
reflejaron diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo, se modifico la
estructura de las comunidades. Similar a lo que Newman et al. (2006) donde reportan
que la diversidad fue similar con y sin glifosato en la rizosfera de maiz y soja. Asi
como Ma et al. (2021) mencionan que la diversidad de bacterias endofitas del trigo

no fue alterada con la fertilizacion.

La diversidad alfa en todos los tratamientos es mayor en la rizosfera que en la
endosfera de la raiz. Resultados similares a los encontrados en agaves silvestres,
por el contrario, en A. tequilana se reflejé baja diversidad en ambas zonas, al parecer
por las practicas intensivas agronomicas (Coleman et al., 2016). Otros trabajos
muestran una reduccion de la diversidad bacteriana en presencia de fertilizante

quimico (NPK), mientras que, la aplicacion de estiércol lo aumento (Cui et al., 2018).
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Abundancias relativas dominantes a nivel de phylum y género

Se observaron patrones de abundancia relativa similares entre Agave cupreata, A.
tequilana, A. salmiana, A. deserti (Coleman-Derr et al., 2016) y A. lechuguilla (Lopez-
Lozano et al., 2020). En la rizosfera de A. cupreata, los phyla Actinobacteria,
Proteobacteria y Acidobacteria fueron los mas abundantes, mientras que, en la
endosfera de la raiz se enriquecieron con Cyanobacteria y Proteobacteria. Similar a
la estructura de las comunidades bacterianas de otros agaves; en la rizosfera y
endosfera de la raiz de A. tequilana, A. salmiana y A. deserti dominaron los phyla
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (Coleman-Derr et al.,
2016). En cuanto a la rizosfera de A. lechuguilla los phyla mas abundantes fueron
Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi y Proteobacteria (Lopez-Lozano et al.,
2020).

Entre los géneros mas abundantes de la rizosfera de A. cupreata se encuentran
Vicinamibacter, Gemmatimonas y Bacillus. El género Vicinamibacter es una de las
acidobacterias mas abundantes en los suelos, recientemente descrito por Huber y
Overmann (2015). Gemmatimonas (Gemmatimonadota) se ha encontrado de forma
abundante en la rizosfera de plantas sanas, correlacionado con valores altos de
nitrégeno total (Shen et al., 2014). Por otro lado, Bacillus (Firmicutes), también es
abundante en la rizosfera de A. sisalana (De Jesus-Santos, 2019). Las cepas de
Bacillus aisladas de A. angustifolia se les ha caracterizado por la capacidad de
incrementar diametro, altura y el peso de las raices, por la capacidad de fijar
nitrégeno, solubilizar fosfatos y producir hormonas que promocionan el crecimiento

vegetal (Bautista-Cruz et al., 2019).

Los géneros mas abundantes de bacterias enddfitas de la raiz de A. cupreata fueron
Tolypothrix (Cyanobacteria) y Rhodoligotrophos (Alphaproteobacteria). Tolypothrix
cuenta con especies diazotréficas ampliamente utilizadas como biofertilizantes en
distintos cultivos (Silva y Silva, 2013). Mientras que, sobre Rhodoligotrophos se sabe
poco, es comun aislarlos de muestras de agua dulce (Liu et al., 2019). De forma

distinta en A. tequilana, los géneros dominantes en la raiz fueron Stenotrophomonas
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y Agrobacterium (ambos pertenecientes a Proteobacteria) (Coleman-Derr et al.,

2016). El papel que juegan se habla en los siguientes apartados.

Cambio en la estructura de las comunidades bacterianas en el nivel de phylum

De acuerdo con los resultados del Escalamiento Multidimensional No Métrico
(NMDS) y el algoritmo LEfSe, se observo que los insumos externos influyeron en las
comunidades bacterianas asociadas a la raiz de A. cupreata. El cambio de la
estructura de la comunidad bacteriana por la adicion de glifosato concuerda con
estudios previos (Imparato et al., 2016; Ramirez-Villacis et al., 2020; Carles y Artigas,
2020).

En el caso de la rizosfera aument6 el phylum Planctomycetes con el uso de glifosato
en comparacién con el tratamiento sin insumos (SF), Mientras que, decrecieron
Thermosulfidibacteria, Thermotogota y Cyanobacteria. Carles y Artigas (2020)
reportan que la abundancia de Planctomycetes se caracterizé por la degradacién del
glifosato para la obtencién de P. Estudios previos han tenido resultados distintos en
otras plantas con la adicién de glifosato, se observd la disminucion de los phyla
Actinobacteria y Acidobacteria (Newman et al., 2016). Asi, como el aumento sobre
Gemmatimonadetes en la rizosfera de la soja (Arango et al.,, 2014) y de
Acidobacteria en el algodén (Barriuso et al., 2012).

También, el uso de composta modific6 la comunidad bacteriana de la rizosfera,
probablemente por el incremento en el contenido de C organico. Ramirez et al.
(2010) menciona que los cambios de la disponibilidad de C podrian explicar los
cambios observados en la composicion de la comunidad bacteriana. El tratamiento
con composta aumenté los phyla Planctomycetes y Armatimonadetes en
comparacion con el tratamientos SF. Similar a los resultados de Guo et al. (2019)
donde Planctomycetes fue mas abundante con el fertilizante organico en
comparacién con el control y la fertilizacion quimica (NPK). Este grupo es
considerado por ser descomponedores de materia organica de crecimiento lento

(Kulichevskaya et al., 2012). Mientras que, se ha reportado el incremento de las
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bacterias amoniacales Armatimonadetes en suelos con estiércol de cerdo (Li et al.,
2020).

En la endosfera de la raiz se mostraron diferencias con el uso de triplel6 (T) y la
combinacion con el glifosato (GT), con T aumentaron los phyla Aquificota,
Acidobacteria, Verrumicrobiota, Spirochaetota y Fusobacteria, mientras que con GT
aumentd el phylum Campylobacterota. Las acidobacterias tienen capacidades
relevantes como usar una amplia gama de sustratos de carbono complejos y nitritos
como fuente de N (Kielak et al., 2016). Por otro lado, se ha reportado que
Verrumicrobiota fue reducido en la rizésfera de calabacin (Cucurbita pepo) tratados
con herbicidas (Mierzejewska et al., 2022), lo que explicaria su reduccién en GT. En
el caso de Fusobacteria se reportd una correlacion negativa con la materia organica
del suelo de soja (Zhi-dan et al., 2019).

Cambio en la estructura de las comunidades bacterianas en el nivel de género
Glifosato

El glifosato es un compuesto organofosforado que contiene un fuerte enlace C-P que
no se puede romper facilmente (Krzysko-tupicka et al., 2015). Sin embargo, puede
ser biodegradado por algunas cepas especializadas que pueden romper este enlace.
Se ha demostrado que a 15 dias de adicionar glifosato este fue usado como fuente
de C, N y P (Mijangos et al., 2009). Por lo que la comunidad bacteriana de A.
cupreata probablemente refleja notorios cambios porque algunos microorganismos
pueden tolerar o usar el glifosato como fuente de nutrientes, mientras que para otros

puede ser toxico (Krzysko-Lupicka et al., 2015; Onwona-Kwakye et al., 2020).

Al comparar las muestras de la rizosfera en el tratamiento con glifosato con el
tratamiento sin insumos externos (SF), se identifico que con el glifosato incrementé la
abundancia de géneros que cuentan con especies que son capaces de degradar
herbicidas como  Sphingomicrobium  (Alphaproteobacteria), Flavobacterium
(Bacteroidetes) y Agromyces (Actinobacteria). Sphingomicrobium también cuenta con
la capacidad de degradar compuestos naturales recalcitrantes (Ezeokoli et al., 2021).
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Con relacion a Flavobacterium (Bacteroidetes), se comprobd en una especie la
capacidad de degradar el glifosato y utilizarlo como fuente de P principalmente
(Balthazor y Hallas, 1986). Mientras que, Agromyces (Actinobacteria) (Nie et al.,
2011) también fue abundante en las raices en las plantas tratadas con glifosato.

Bajo el régimen del glifosato también aumentd la abundancia de bacterias con
capacidad de promocionar el crecimiento vegetal. En la rizosfera se encontraron
bacterias fijadoras de N como Kribbella (Actinobacteria) (Feng et al., 2021),
Micromonospora (Actinobacteria) (Sellstedt y Richau, 2013) y Anaerobacter
(Firmicutes) (Lebedinsky et al., 2015). En otros estudios, las modificaciones que se
han presentado con el glifosato sobre bacterias promotoras del crecimiento varian.
Por ejemplo, se han presentado efectos negativos en Burkholderia, Pseudomonas,
en la rizosfera (Arango et al., 2014) y efectos positivos como bacteria endéfita de la
soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2005).

En el caso de endosfera de la raiz, fue abundante el género Bacillus (Firmicutes) en
los tratamientos con glifosato y triplel6, diversas especies de este género son
conocidas por producir fitohormonas y solubilizar fosfatos (Bautista-Cruz et al., 2019).
Sin embargo, se ha demostrado en B. subtilis la capacidad de descomponer
compuestos organofosforados (Manogaran et al., 2017), por lo que este género es
frecuentemente aislado del suelo tras la aplicacion de glifosato (Roundup) (Krzysko-
tupicka et al., 2015; Ramirez-Villacis et al., 2020; Onwona-Kwakye et al., 2020).

El aumento de bacterias como Bacillus aumenta el potencial de promover la
biorremediacion y promover el crecimiento de las plantas (Onwona-Kwakye et al.,
2020). Anteriormente se ha demostrado que Bacillus sp. ha incrementado la altura y
el peso seco de las hojas en A. angustifolia (Bautista-Cruz et al., 2019). Por lo que el
incremento de la talla de los agaves pudo deberse al efecto de hormesis como se
discuti6 anteriormente, o a la composicidbn de las especies bacterianas que en
diversos estudios se ha demostrado que ademas de degradar el herbicida tienen
caracteristicas para promover la produccion de hormonas del crecimiento de plantas
(Kuklinsky-Sobral et al., 2005; Andriani et al., 2017; Ezaka et al., 2018).
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Por el contrario, otras bacterias resultaron sensibles al glifosato, se redujo la
abundancia de Anaeromyxobacter (Deltaproteobacteria) en la rizosfera, resultado
similar en la rizosfera de la Yuca (Manihot esculenta) donde también disminuyé con
el uso del herbicida (Zeng et al., 2021). Asimismo, hubo decremento de
Staphylococcus (Firmicutes) y Comamonas (Betaproteobacteria), géneros que han
sido reportados como sensibles a los pesticidas (herbicidas e insecticidas) (Onwona-
Kwakye et al., 2020).

Fertilizantes

Las abundancias relativas y el algoritmo LEfSe determinaron que Gemmatimonas
(Gemmatimonadetes) fue de los géneros mas abundantes en la rizosfera en todas
las muestras, y de forma significativa en el tratamiento con composta en
comparacion con el tratamiento sin fertilizante (SF). Ademas, el Analisis de
Correlacién Candnica (CCA) reflej6 que su abundancia se relaciona con el contenido
de C organico en el suelo. Resultados respaldados por los de Li et al. (2017), donde
se menciona que Gemmatimonas es uno de los taxones clave que incrementé con
las enmiendas organicas y tiene una fuerte relacion con el C organico y el N total.
Incluso, ha sido relacionado con la reduccién de enfermedades fungicas, por lo que

podria responder a la supresion de Fusarium (Shen et al., 2014).

Con el uso de composta incremento la abundancia de bacterias rizosféricas que han
sido reportadas abundantes en los cultivos organicos con estiércol como
Aeromicrobium (Actinobacteria) que ademas se correlaciond positivamente con la
promocion del crecimiento de las plantas (Nuzzo et al., 2020) y el contenido de NO3
(Zhou et al., 2019), Hirschia (Alphaproteobacteria), Lysobacter
(Gammaproteobacteria) (Semenov et al., 2020), Phaselicystis (Deltaproteobacteria) y
Tepidisphaera (Planctomycetes), juegan un papel importante en el ciclo del C del
suelo al tener la capacidad de degradar polisacaridos (Sharma et al., 2016; Cuartero
et al.,, 2021). Aunado a esto, con la composta se enriquecieron algunas bacterias

promotoras del crecimiento, como la fijadora de N Pelomonas (Betaproteobacteria)
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(Guo et al., 2022) y la solubilizadora de P Thiobacillus (Betaproteobacteria) (Beheshti
et al., 2018).

Por otro lado, en el tratamiento sin fertilizantes fueron abundantes algunos géneros
de la rizosfera involucrados en el ciclo del N, como Microvirga (Alphaproteobacteria),
Actinomadura (Actinobacteria) y Micropruina (Actinobacteria), bacterias que se
caracterizan por poseer la capacidad de reducir el nitrato a nitrito (Dahal y Kim, 2017;
Malisorn et al., 2018; Nielsen et al., 2019). También fueron abundantes Azospirillum y
Methyloferula (Alphaproteobacteria) registradas como bacterias diazotréficas y

productoras de hormonas vegetales (Kaschuk y Hungria, 2017).

En la endosfera de la raiz, la fertilizacién inorganica con y sin glifosato, fueron los
elementos que marcaron la diferencia en la comunidad bacteriana. Con el fertilizante
inorganico aumento la abundancia de varias bacterias promotoras del crecimiento.
Tal es el caso de Burkholderia (Betaproteobacteria), Bradyrhizobium
(Alphaproteobacteria), Caulobacter (Alphaproteobacteria), Clostridium (Firmicutes),
Vibrio (Gammaproteobacteria), Achromobacter (Betaproteobacteria), Raoultella

(Gammaproteobacteria) y Kluyvera (Gammaproteobacteria).

En el caso de Burkholderia y Bradyrhizobium son conocidos por ser diazétrofos y
solubilizadores de fosfatos (Coenye y Vandamme, 2003; Solanki et al., 2020),
aunque debe tomarse en cuenta que Burkholderia y otros géneros anteriormente
mencionados también cuentan con especies patégenas de plantas (Coenye y
Vandamme, 2003). Posiblemente la presencia de estas bacterias puede estar
influenciado por el tipo de sistema de cultivo. Solanki et al. (2020) mencionan que los
géneros Bradyrhizobium, Burkholderia y Pelomonas han predominado en los

sistemas de cultivo intercalados con leguminosas.

En cuanto a Caulobacter facilitd el crecimiento de varias especies de plantas al
promover la division celular (Berrios, 2022). Se ha comprobado que es mas
dominante en la fertilizacion quimica en comparacioén con la fertilizacion organica y
sin fertilizacién (Hui et al., 2019). Por otra parte, algunas especies de Clostridium
(Saito y Minamisawa, 2006), Vibrio (Adhikari y Mukhopadhyay, 2021), Achromobacter
(Jha y Kumar, 2009) y Raoultella (Schicklberger et al., 2015) tienen la capacidad de
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fijar N (Saito y Minamisawa, 2006). Mientras que, Kluyvera cuenta con la capacidad

de solubilizar fosfatos (Pratiwi et al., 2020).

El manejo del fertilizante inorganico combinado con glifosato (GT) en comparacion
con el fertilizante inorganico (T), registr6 mejor respuesta en el incremento de la
abundancia de géneros enddfitos que tienen la capacidad de degradar herbicidas
como Phenylobacterium (Alfaproteobacteria) (Artigas et al., 2020) y Agromyces (Nie
et al., 2011), lo cual podria ser la causa del cambio de estructura de la comunidad

bacteriana entre estos dos tratamientos.

El tratamiento con fertilizante inorganico y sin fertilizante mostraron mayor
incremento en diametro y altura de los agaves. Tal vez, las plantas bajo fertilizacion
inorganica reclutan varias bacterias promotoras del crecimiento, y los
microorganismos a su vez incrementan las actividades enziméticas (leucina

aminopeptidasa y polifenol oxidasa) para adquirir nutrientes.

El tratamiento con fertilizacion inorganica mostr6 menor mineralizacion y porcentaje
de C organico, asi como mayor actividad enzimatica para la adquisicion de C y N, lo
cual coincide con la abundancia @ significativa de  Steroidobacter
(Gammaproteobacteria) y Thermogemmatispora (Chloroflexi) en este tratamiento, en
comparacion con el tratamiento SF y GT. Debido a que Steroidobacter ha sido
abundante en suelos pobres en C organico y su presencia favoreceria la
descomposicion de materia organica (Lian et al., 2017). Mientras que,
Thermogemmatispora se ha encontrado de manera abundante bajo la fertilizacién
inorganica y correlacionado negativamente con el contenido de materia organica (Lin
et al., 2019). Por otra parte, se ha observado mayor abundancia de Bradyrhizobium
en suelos con bajos nutrientes (Okubo et al., 2012).

Las modificaciones de abundancia de los géneros bacterianos de la comunidad
microbiana de la rizosfera y la endosfera de la raiz pueden deberse a la alteracion de
la exudacion de las raices (Arango et al., 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que,
a baja disponibilidad de N y P, las plantas aumentan la exudacion de metabolitos que
regulan la arquitectura de las raices y moléculas de sefalizacion para asociarse con

los microorganismos. Por lo que las plantas son sensibles a la disponibilidad de
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nutrientes para regular la produccion de exudados para no ser parasitados por los
microorganismos cuando obtienen suficientes nutrientes por si mismas (Yoneyama et
al., 2013).

También se observé que la abundancia de un género cambié de acuerdo con el
insumo agregado, por ejemplo, el uso de composta y glifosato redujeron el género
Endobacter (Alphaproteobacteria) en la rizosfera, mientras que el uso de triplel6
incrementd su abundancia en las raices. Esta bacteria es conocida por ser
productora de acido indol acético (AIA) auxina promotora del crecimiento vegetal
(Estrada-Gonzélez, 2017).

En este analisis, el manejo agricola convencional incrementé la abundancia de
géneros pertenecientes a Alpha y Gammaproteobacterias en la endosfera de la raiz,
y de Actinobacterias en la rizosfera. Mientras que en la rizosfera con la fertilizacién
organica incrementaron las Betaproteobacterias y, en el tratamiento sin fertilizantes
las Actinobacterias, Firmicutes y Alphaproteobacterias. Las actinobacterias estan
jugando un papel importante en la rizosfera en la descomposicion de materiales
organicos como la celulosa y la quitina (Anandan et al., 2016). De forma similar,
Thapa et al. (2018) informan que la aplicacién de fertilizantes inorganicos (NPK)
result6 en cambios en la abundancia de los phyla bacterianos endofiticos,

principalmente en Alphaproteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes y Planctomycetes.

Relaciones entre las propiedades del suelo y las comunidades bacterianas

El Andlisis de Correlacion Candnica (CCA) mostrd que el porcentaje de C organico y
la enzima leucina aminopeptidasa (LA) principalmente, tuvieron mayor influencia en
la comunidad bacteriana rizosférica. En el caso de la variacion de la abundancia de
las bacterias endofitas de la raiz, los parametros evaluados soélo explican una
pequefia parte de la variacion, el CCA reflejo que las enzimas polifenol oxidasa (PO)
y leucina aminopeptidasa (LA) influyeron en mayor medida. Similar a los resultados
de Cui et al. (2018), donde demuestran que el carbono organico del suelo es uno de

los factores clave para la estructura de la comunidad bacteriana de la rizosfera.
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Asimismo, Xu et al. (2018), reportan que la materia organica del suelo y la actividad
de la enzima ureasa se correlacionaron significativamente con las comunidades
bacterianas rizosfericas. Siendo estos parametros determinantes para explicar la

variacion de las comunidades bacterianas en la rizosfera.

El Modelo Lineal Generalizado (GLM) reflejo que el uso del control manual de
malezas y composta aumentd significativamente el porcentaje de C organico, en
comparacion con el uso de glifosato y triplel6, respectivamente. Aunado a esto, las
enzimas LA y PO se correlacionaron negativamente con el contenido de C orgéanico.
Lo anterior concuerda con los resultados de Ai et al. (2011), donde la fertilizacién con
composta de estiércol no aumento la actividad de LA y PO. Asi mismo, De la Mora-
Orozco et al. (2020) comprueban que los fertilizantes organicos elevan el contenido

de C orgénico.
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12. CONCLUSIONES
Las diferentes practicas de manejo tuvieron efecto sobre el crecimiento de los
agaves, las propiedades del suelo, las actividades enzimaticas y la estructura de las

comunidades bacterianas asociadas a la raiz.

e Las plantas tratadas con glifosato (G) crecieron mas que las tratadas con el
control manual de malezas (CMM) durante 12 meses, sin embargo, el primero
presentd mayor mortandad de las plantas. La fertilizacion inorganica (T) y sin
fertilizante (SF) con Unicamente limpieza manual de la vegetacion tuvieron
mayor incremento de diametro y altura, sin embargo, el tratamiento con
composta y SF mostraron mayor supervivencia de agaves.

e EIl manejo agricola convencional (G y T) tuvo mayor incidencia de picudo
negro (Scyphophorus acupunctatus), en comparaciéon con el manejo
ecoldgico.

e El manejo agricola convencional (G y T) aumento las actividades enziméticas
dirigidas a la adquisicion de N y C. En cambio, en el manejo ecoldgico (CMM y
con composta) se redujeron dichas actividades enzimaticas y aumento el
contenido de C organico en la zona de la raiz.

e Los phyla mas abundantes en las muestras de la rizosfera fue Actinobacteria,
Proteobacteria y Acidobacteria. En cambio, en la endosfera de la raiz fue
Cyanobacteria y Proteobacteria.

e La riqueza y la diversidad de las comunidades bacterianas no fueron
afectadas por el tipo de manejo, pero si provocd cambios en la estructura
taxondmica de las comunidades. El glifosato y la composta reunieron una
composicién especifica de la comunidad bacteriana de la rizosfera. Mientras
que, el glifosato y el fertilizante inorganico modificé la estructura de la
comunidad de las bacterias enddfitas.

e EI C organico y las actividades enzimaticas explicaron la variacion de la
abundancia de los géneros bacterianos, principalmente de las bacterias

rizésfericas.
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14. ANEXOS

ANEXO 1. PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE ADN MICROBIANO DE LAS
RAICES

Preparaciéon de las muestras

1. Colocar 0.5 g de raiz durante dos min en etanol al 70%, 10 min en hipoclorito
de sodio al 5% y luego enjuagar dos veces en agua destilada para desinfectar
(Desgarennes et al., 2014).

2. Hacer cortes transversales con una cuchilla esterilizada y pulverizar en
mortero esterilizado con nitrégeno liquido.

3. Traspasar las raices trituradas en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles.

Extraccion de ADN método CTAB

1. Agregar 480 uL de EDTA 0.5 My 120 pL de lisozima (100 mg/ml), incubar a
37°C por 30 min, posteriormente centrifugar por 2 min a 15,000 rpm, una vez
realizado lo anterior tirar el sobrenadante.

2. Agregar 350 L de buffer CTAB a cada tubo.

3. Agregar 20 pyL de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/ml y agitar
brevemente.

4. Colocar los tubos en un termoblock a 55°C, aproximadamente 20 min.
Transferir el sobrenadante (400 uL) a tubos eppendorf 1.5 ml.

5. Agregar 300 pL de LiClI 5M, 5 pL de RNAsa y agitar por un minuto;
posteriormente agregar 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
agitar brevemente.

6. Agitar la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente
centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

7. Extraer 500 pL de la capa acuosa (parte superior) del centrifugado y transferir
a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml.

8. Afadir 50 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1 mL de Etanol 100% frio;
agitar y colocar a -20°C por 1 hora aproximadamente.

9. Centrifugar durante 20 min a 13,000 rpm a 4°C vy retirar el sobrenadante
cuidadosamente para no perder el ADN sedimentado.

10.Agregar 750 pL de etanol al 70%, agitar por 15 min a temperatura ambiente,
enseguida centrifugar a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a

temperatura ambiente y retirar el sobrenadante por decantacion.

94



11.Secar el pellet de ADN en una campana de flujo laminar, una vez seco, afadir
20 pL de agua estéril (o buffer TE) para resuspender el pellet, durante 30 min
a temperatura ambiente.

12.Calentar los tubos a 95°C por 5 minutos e inmediatamente colocar en hielo.

13. Guardar las muestras a -80°C.
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