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Comunidades bacterianas implicadas en sistemas de produccion aviar. Factores de

modulacion e intervenciones sustentables.
Resumen

Las comunidades bacterianas presentes en el tracto gastrointestinal (TGI) de las aves son de
vital importancia ya que contribuyen a su sanidad y nutricion. Ademas, cobran relevancia
dado que las mismas pueden ser transferidas a suelos agricolas cuando los residuos de la
produccion aviar son utilizados como enmiendas orgéanicas. En la presente tesis se
utilizaron técnicas de secuenciacion masiva de amplicones del gen ARNr 16S con el
objetivo de caracterizar estas comunidades bacterianas. Primeramente, se realiz6 un meta-
andlisis comparando la composicion bacteriana del TGI de aves de diferentes paises. Los
resultados obtenidos mostraron el papel de la locacion geografica como modulador de la
composicion microbiana de ciegos permitiendo describir la “microbiota local” argentina.
Ademas, se evaluaron los efectos de diferentes aditivos dietarios a escala experimental y
comercial, encontrandose patrones diferenciales de modulacion para cada aditivo, con un
incremento en la relacion Firmicutes/Bacteroidetes en los animales alimentados con
taninos, debido a la mayor proporcion de bacterias del orden Clostridiales. Finalmente, se
describieron poblaciones de bacterias presentes en los residuos avicolas y el impacto que
éstos producen en los agroecosistemas, particularmente en suelos agricolas. Si bien la
aplicacion de guano y cama de pollo no mostro efectos significativos sobre la estructura de
las comunidades bacterianas del suelo, se encontraron aumentos importantes en los valores
de fdsforo total y extractable, asi como efectos fitotoxicos. Por este motivo, el guano fue
tratado mediante compostaje y digestion anaerdbica encontrandose en cada enmienda
obtenida, grupos taxonémicos y funcionales vinculados a cada tipo de tratamiento. Ademas,
esto redujo el exceso de nutrientes y bacterias patogenas, permitiendo su utilizacion de
forma segura, sin poner en riesgo la salud humana, animal ni vegetal, y disminuyendo el

riesgo de contaminacion de napas y cursos de agua.

Palabras claves: ecologia microbiana, ciegos, residuos avicolas, promotores de crecimiento,

gen ARNr 16S, modulacion de la microbiota, suelos agricolas, enmiendas.



Bacterial communities involved in avian production systems. Modulating factors and

sustainable interventions.
Abstract

The bacterial communities present in the gastrointestinal tract (GIT) of birds are of vital
importance as they contribute to their health and nutrition. In addition, they are relevant
since can be transferred to agricultural soils when the waste of avian production are used as
organic amendments. In the present study, metabarcoding of 16S rRNA gene was used in
order to characterize these bacterial communities. First, a meta-analysis was carried out
comparing the bacterial composition of the GIT of birds from different countries. The
results obtained showed the role of the geographic location as a modulator factor of the
microbial composition of cecum, allowing the Argentine “local microbiota” to be
described. In addition, the effects of different dietary additives were evaluated on an
experimental and commercial scale, finding differential modulation patterns for each
additive, with an increase in the Firmicutes/Bacteroidetes ratio in animals fed with tannins,
due to the higher proportion of bacteria of the order Clostridiales. Finally, bacteria
communities present in poultry waste and the impact they produce on agroecosystems,
particularly on agricultural soils, were described. Although the application of poultry
manure and chicken litter did not show significant effects on the structure of the soil
bacterial communities, significant increases were found in the values of total and
extractable phosphorus, as well as phytotoxic effects. For this reason, the poultry manure
was treated by composting and anaerobic digestion, finding in each amendment obtained,
taxonomic and functional groups linked to each type of treatment. In addition, this reduced
the excess of nutrients and pathogenic bacteria, allowing their use in a safe way, without
putting human, animal, or plant health at risk, and reducing the risk of contamination of

water courses.

Keywords: microbial ecology, cecum, poultry wastes, growth promoters, 16S rRNA gene,

microbiota modulation, agricultural soils, amendments.
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Introduccién

Breve historia de la produccion aviar en Argentina

El inicio de la produccidn aviar en Argentina se remonta a la década de 1850 cuando, bajo
la presidencia de Justo José de Urquiza, se ingresan al pais las primeras aves traidas de
Europa con el fin de desarrollar la actividad en la provincia de Entre Rios (Garcia Trevin,
2015).

En la década de 1920, aprovechando las conexiones ferroviarias, la actividad
comienza a crecer y se empiezan a realizar envios de pollos vivos y huevos hacia las
grandes ciudades del pais (Motta, 2017).

En las primeras décadas del siglo XX la produccion era estacional y el consumo de
pollo era considerado un lujo ocasional. Antes de 1960 el consumo de esta carne no llegaba
a los 3 Kg/habitante/afio.

A partir de 1960 comienza una nueva revolucion del sector, aparecen nuevas lineas
geneticas pesadas (dedicadas a la produccion de carne) y livianas (enfocadas en la
produccion de huevos) y ademas, comienzan a darse importantes cambios tecnoldgicos,
implementandose politicas crediticias que permitieron a los productores la inversion en
nuevas granjas de incubacion, recria y engorde, asi como también en plantas de
procesamiento de alimentos y frigorificos aviares (Garcia Trevin, 2015).

Las nuevas lineas demandaban un alimento acorde a su capacidad de crecimiento
por lo que comienza a utilizarse alimento balanceado, es decir aquel que se adapta a las
necesidades nutricionales de las aves. Surgen asi nuevas fabricas locales de produccion de
alimento balanceado que aplicaron nuevas tecnologias y nuevos conceptos, logrando que el
consumo anual por habitante pasara de 4 Kg a 8 Kg en 1965, duplicando su valor. Hacia

1970 el consumo alcanzaba valores de 10 Kg/habitante/afio y pasa de ser consumido en
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fiestas y ocasiones especiales, a incorporarse a la alimentacion familiar con una frecuencia
de casi una vez por semana (Cincap, 2016).

Durante las décadas de 1970 y 1980 comienza el proceso de integracion vertical y
coordinacion vertical, redundando en mayor eficacia sistémica y mayor competitividad
tanto a nivel local como internacional. El término integracién vertical hace referencia a que
la propiedad de los bienes en las distintas fases productivas estd en una misma firma, es
decir, propietarios de varios eslabones productivos. El término coordinacion vertical se
refiere a otra forma de organizacion, mediada por contratos entre los diferentes actores de
la cadena productiva (Gange et al., 2019).

Este nuevo concepto de integracion y coordinacion vertical, bajo ain mas el precio
al consumidor final, consolidé el consumo en més de 14 Kg/habitante/afio y aumenté la
competitividad. Asi, los productos pollo y huevo se posicionaron como las proteinas
animales de mas bajo precio al publico (Cincap, 2016).

En los afios 1990 se dio una reconversion tecnologica y un aumento de la escala
productiva. Esto derivdO en un proceso de concentracion que redujo el numero de
productores. El exceso de oferta llevo el consumo a 26 Kg/habitantes/afio.

En la actualidad nos encontramos con una actividad de alto impacto agroindustrial,
tanto en las economias regionales como a nivel nacional, con alta presencia en el mercado
interno (Motta, 2017). Los consumos per capita de carne aviar se vieron incrementados
notablemente en los Ultimos afios, pasando de valores de 26,6 Kg/habitante/afio a finales
del afio 2000, hasta valores de 45,99 Kg/habitante/afio en 2020 (MAGyP, 2021).

En los ultimos 20 afios, la produccién nacional de carne aviar crecié un 240%
pasando de valores de 0,9 millones de toneladas en el afio 2000, a 2,3 millones de toneladas

en 2020. Las areas de mayor produccion se encuentran en las provincias de Entre Rios
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(51,2%) y Buenos Aires (36%) segun datos del afio 2020 (MAGyYP, 2021), seguidas por las
provincias de Santa Fe (4,2%), Cdrdoba (3,8%) y Rio Negro (2,6%), y en menor
proporcion las provincias de Mendoza, Salta, Jujuy y La Rioja (con menos del 1% de la
produccion cada una).

Por su parte, la capacidad de exportacion de productos consumibles (pollo entero,
trozado, pechuga salada y procesados) fue de aproximadamente 229 mil toneladas anuales
en el afio 2020, siendo los principales paises destinatarios: China (27%), Sudéafrica (16%),
Chile (7%), Rusia (6%) y Hong Kong (4%). El 40% restante corresponde a mas de 45

paises entre los que se encuentran Peru, Angola, Francia y Singapur (MAGYP, 2021).

Sistemas de produccién aviar en Argentina

El sector avicola en la Argentina esta formado principalmente por empresas familiares, que
poseen diferente tamafio y volumen de produccion, y cuya produccion se destina
mayormente al mercado interno.

Segun un relevamiento realizado en 2019 por la Direccién de Porcinos, Aves y
Animales de Granja del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, junto a la
colaboracion del Programa de Aves de SENASA vy participacion del sector privado
(MAGYP, 2020), donde participaron mas de 2.300 productores y se relevaron datos de mas
de 2.700 granjas, se observo que casi el 84% de los productores se dedica a la avicultura
como actividad principal. EI 88% de los productores manifestaron que su granja era propia
(no alquilada) y mas del 66% residia en la granja.

El 74% de las granjas encuestadas poseia menos de 4 galpones, contabilizandose un

total de mas de 10.500 galpones relevados en la encuesta. Alrededor del 74% de los
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mismos habian sido construidos en las décadas de 1990, 2000 y 2010. EIl 80% fueron del
tipo abierto o convencional y, dentro de los de ambiente controlado, el 37% fueron taneles
oscurecidos o “blackout”. En estos galpones oscurecidos se brindan mejores condiciones
ambientales y, por lo tanto, se pueden criar un mayor nimero de animales por metro
cuadrado.

En los galpones convencionales la ventilacion y los implementos son manuales o
automatizados. Pueden poseer sistemas de comederos tipo tolva (23% de los galpones
relevados) o automaticos (77%), sistemas de bebedero tipo niple (97%) y manejo de
cortinas manual o levanta cortinas. Algunos, ademas, cuentan con ventiladores y sistema de
riego por aspersion (Becciu y Estévez Magnasco, 2012).

En los galpones blackout se restringe el ingreso de luz natural y se limita la
luminosidad artificial, se cuenta con sistemas de ventilacion que poseen extractores en uno
de los extremos del galpon y se regula la temperatura interna con sistemas de aspersion y
paneles evaporativos. Permiten mantener un ambiente controlado, acorde a las necesidades
de las aves a medida que cambia su edad, mejorando el bienestar animal (Menichelli et al.,
2015).

La mayoria de estas granjas realizan una cria convencional de las aves, sin embargo,
las demandas del mercado, en relacion a productos alternativos que representan el
imaginario de la produccion “a campo” y de “calidad”, ha aumentado en los ultimos afios.

Existen diferentes tipos de producciones alternativas a la cria convencional. Por un
lado, el modelo campero, utiliza lineas de crecimiento lento y rusticidad manifiesta, con un
manejo que contempla periodos de confinamiento de las aves y otros de pastoreo, con una

alimentacion balanceada a base de granos.
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Por su parte, la produccion de pollos ecolégicos u orgénicos se refiere a la realizada
en establecimientos que, a diferencia de los anteriores, cumplen con las pautas requeridas
por SENASA y poseen una certificacion oficial. Los alimentos utilizados deben elaborarse
con materias primas también certificadas como ecoldgicas u organicas, granos certificados
que provengan de cultivos no transgénicos y no deben utilizarse aditivos dietarios
antibidticos. Los animales utilizados pueden incluir lineas comerciales pero siempre
respetando las caracteristicas del proceso de crianza. Este tipo de produccion presenta
mayores costos que se reflejan en sobreprecios en los productos finales, ya sean huevos o

carne aviar (MAGyP, 2009).

Residuos de la produccion aviar

Lamentablemente, el aumento de la produccién del sector avicola en Argentina no ha sido
acompariado por un proceso de adecuacion de la gestion de los residuos que produce. Al
aumentarse el nimero de animales por galpon, el nimero total de granjas y los volimenes
de produccion de huevos y pollos parrilleros, ha aumentado también el volumen de excretas
generadas. Por eso, resulta imprescindible que, en el marco de una produccion moderna y
eficiente, se destinen tiempo y recursos a la gestion de los residuos de origen animal
(Maisonnave et al., 2015).

Los dos residuos mas importantes que genera la produccién aviar son el guano de
gallinas y la cama de pollo. El término guano hace referencia a las heces producidas por las
gallinas ponedoras, mientras que la cama de pollo es un material que se introduce en el

galpén de pollos parrilleros estando vacio, limpio y desinfectado.
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El guano es removido de los galpones convencionales con una frecuencia variable
segun el manejo de cada productor. De acuerdo con lo establecido por las Resoluciones N°
546/2010, N°106/2013 y su modificatoria N° 1699/2019 del Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASA), el guano se debe remover totalmente una vez por
afio (vacio sanitario) manteniendo este vaciado del galpon por un minimo de 10 dias. Una
vez removido, el guano es utilizado principalmente como enmienda orgénica. Entre los
productores avicolas y agricolas de la Argentina, este tipo de aplicacion es la mas
difundida, si bien su uso se realiza sin conocer la composicion fisicoquimica del residuo ni
contemplando un plan de manejo de nutrientes que considere un balance entre los que
aporta el guano y los que requiere el cultivo (Maisonnave et al., 2018).

La cama de pollo, como se menciond anteriormente, es un sustrato que se coloca
sobre el suelo de los galpones de produccion. Estd compuesta por materiales como cascara
de arroz, virutas de madera, cascara de girasol, mani u otros materiales, siendo su principal
caracteristica el poseer un bajo contenido de humedad y una gran capacidad de absorcién
de agua. La finalidad es brindar a las aves aislamiento térmico del piso, evitando que
pierdan temperatura por las patas, ademas de aislamiento mecanico, ya que el contacto de
las aves con la superficie dura del piso podria provocarles lesiones, pero principalmente su
finalidad es proveer a los animales de una superficie seca donde la humedad de las excretas
sea absorbida (Irisarri, 2013).

A medida que el ciclo de produccién transcurre, la cama absorbe la humedad del
ambiente, proveniente sobre todo de las deyecciones de las aves, mientras se mezcla con
plumas, restos de alimento y agua de bebida. Una cama himeda, ya sea generada por un
mal manejo del ambiente del galpon, excesiva cantidad de animales, material inadecuado

de cama u otros factores, puede provocar lesiones en las aves (Wang et al., 2016).
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A su vez, la cama contiene gran cantidad de microorganismos provenientes de
diferentes fuentes. Principalmente, se encuentra gran cantidad de bacterias provenientes del
tracto gastrointestinal de las aves y, en menor medida, aquellas propias del material del que
se compone la cama, asi como también de los aportes realizados mediante transporte por el
aire, personal y equipo que entra al galpon (Almada et al., 2016).

La reutilizacién de la cama es una practica comun en la industria avicola y, en este
sentido, la resolucion de SENASA N° 1699/2019 establece la obligatoriedad de las granjas
de engorde de cambiar la cama, de forma completa, una vez al afio o cada cinco crianzas,
ademas de deber realizar una limpieza y desinfeccion profunda del establecimiento.

Antiguamente, la cama de pollo se utilizaba para alimentar al ganado bovino, uso
que esta prohibido actualmente por el articulo 3 de la Resolucién N° 1389/2004 de la ex
Secretaria de Agricultura, Ganaderia Pesca y Alimentos, para evitar la potencial
transmision de Encefalopatia Espongiforme Bovina, y en la actualidad es utilizada,
fundamentalmente, como abono de pasturas y cultivos extensivos para aumentar su
produccion (Almada et al., 2016).

La aplicacion de guano o de cama directamente en el campo puede dar lugar a
potenciales problemas de salud ambiental y humana, ya que la misma podria contener
residuos quimicos (productos farmacéuticos veterinarios) y/o microbioldgicos (parasitos,
virus y bacterias). Ambos residuos son los principales reservorios de patdgenos que afectan
la salud de las aves y, por otra parte, presentan microorganismos gque pueden representar un

peligro para la salud del hombre.



Introduccién

Estudio de las comunidades microbianas.

Los microorganismos (ej. bacterias) estdn presentes en una amplia variedad de habitats,
incluyendo ambientes extremos con condiciones de alta salinidad, acidez o temperaturas
extremas. Estos microorganismos presentan una gran diversidad y tienen un rol esencial en
la mayoria de los procesos bioldgicos que se producen en los ecosistemas (Whitman et al.,
1998).

La clasificacion taxondmica de estos microorganismos, en el pasado dependia de su
aislamiento y cultivo para poder estudiar sus caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y los
requerimientos nutricionales que presentaban. En la actualidad, se sabe que solo una
pequefia porcion de estos microorganismos pueden ser cultivados, por lo que el enfoque
dependiente de cultivo para el estudio de estas comunidades microbianas presenta serias
limitaciones.

El surgimiento de técnicas independientes de cultivo, como los polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP del inglés: Restriction Fragment Length
Polymorphism), los polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLP:
Amplified Fragment Length Polymorphism), las repeticiones cortas en tindem (STR: Short
Tandem Repeat), o las repeticiones de secuencia simple (SSR: Simple Sequence Repeat),
han permitido su utilizacibn como alternativa a los métodos tradicionales para la
caracterizacion de comunidades microbianas. Sin embargo, estas técnicas no permiten
obtener informacién taxonémica precisa de la composicion de las comunidades estudiadas
(Abdelfattah et al., 2018).

En los Gltimos afios ha surgido una nueva herramienta para la identificacion de

microorganismos, basada en la secuenciacion de uno o mas fragmentos cortos de ADN
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provenientes de regiones del genoma que permiten la identificacion y diferenciacion de
especies (Hebert et al., 2003). Los genes que se utilizan para este fin son aquellos que
contienen regiones variables entre las especies, simultaneamente con regiones flanqueantes
lo suficientemente conservadas como para disefiar cebadores universales que permitan la
amplificacion de las regiones de interés, logrando amplicones que pueden ser secuenciados
mediante secuenciacion de segunda generacion (NGS por sus siglas en inglés: Next
Generation Sequencing) (Kress y Erickson, 2008).

Si bien es posible realizar estos estudios mediante la secuenciacion de Sanger, la
misma presenta algunas limitaciones ya que se requiere el clonado de los fragmentos y la
secuenciacion sélo de un numero pequefio de clones, dado el tiempo y esfuerzo necesarios
para el procesamiento de las muestras. Es por esto, que el desarrollo de las tecnologias de

NGS permitié observar un gran avance en el estudio de las comunidades microbianas.

Microbiota vs Microbioma.

Entre las tecnologias “meta-6micas”, el término metagendémica se refiere a la secuenciacion
y andlisis del conjunto de genomas microbianos que se encuentran presentes en una
muestra, lo que se conoce como microbioma. Por su parte, los términos secuenciacion
masiva de amplicones o “metabarcoding” hacen referencia a la amplificacion y
secuenciacion de una region especifica del ADN (ej. el gen ARNr 16S para bacterias,
ARNTr 18S para gran parte de los eucariontes y regiones ITS para hongos) (Abdelfattah et
al., 2018).

El término “metabarcoding” fue introducido por Taberlet et al. (2012), quien lo

definié como la “identificacion automatizada de multiples especies a partir de una muestra
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que contiene organismos completos o0 ADN degradado” y, por lo tanto, este andlisis es
capaz de estudiar todos los taxa microbianos presentes en un ambiente, lo que se conoce
como microbiota.

En muchas ocasiones el término microbiota ha sido utilizado, equivocadamente,
como sinénimo de microbioma. Como se dijo anteriormente, a diferencia del primero, el
microbioma hace referencia al estudio del material genético completo de los
microorganismos presentes en una muestra. La microbiota se refiere, entonces, al estudio
de la composicion taxonomica de una comunidad microbiana (Abdelfattah et al., 2018).

El estudio del microbioma permite obtener informacion tanto de la composicion
como de las funciones de la comunidad microbiana, mientras que el estudio de la
microbiota solo nos permite contestar preguntas sobre su composicion.

La utilizaciéon del metabarcoding para caracterizar la composicion de las
comunidades microbianas incluye desde el muestreo, la extraccion de ADN, la
amplificacion de las secuencias de interés, su secuenciacion y el andlisis correspondiente.

El muestreo es uno de los pasos mas importantes ya que determinara la adecuada
representacion de la comunidad microbiana. Asi mismo, tanto la extraccion de ADN como
su amplificacion, pueden conducir a desvios que afecten los resultados obtenidos (Thomas
et al.,, 2012). Podemos mencionar, por ejemplo, desde contaminaciones hasta desvios
introducidos por los reactivos utilizados o por las técnicas de extraccion empleadas, asi
como aquellos generados debido al proceso de amplificacion, que puede resultar selectivo y
modificar la diversidad microbiana detectada en las muestras, por sobre o subestimacién de
la diversidad presente.

En relacion a la secuenciacion, Illumina® (San Diego, California) representa la

plataforma maés utilizada en la actualidad para el estudio de las comunidades microbianas,
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si bien la misma puede realizarse en diferentes plataformas. ElI nimero de lecturas
obtenidas en estas plataformas es muy variable, lo que impacta en el nimero total de
muestras que pueden ser multiplexadas en una misma corrida de secuenciacion. En este
sentido, el nimero de lecturas obtenidas por plataforma es relativamente constante, por lo
que el nimero de muestras a secuenciar por corrida estard basado en la profundidad de
secuenciacion que se necesite por muestra para lograr una correcta capturar la diversidad
microbiana presente.

Por ultimo, el analisis de las secuencias obtenidas requiere de programas especificos
y de capacidad computacional acorde al tamafio de los datos analizados. Existen una
variedad de herramientas bioinformaticas para dicho andlisis, entre las que se destacan
QIIME, MOTHUR y UPARSE como las mas utilizadas (Caporaso et al., 2010; Edgar,
2013; Schloss et al., 2009).

El analisis puede dividirse en dos etapas. Por un lado, en la generacion de las tablas
de unidades taxondmicas operativas (OTUSs) o tablas de variantes de las secuencias de
amplicones (ASVs), que incluye el pre-procesamiento de las secuencias crudas (correccion
de errores, filtrados por calidad y deteccion de secuencias quimericas), seleccion de
secuencias representativas y su posterior asignacion taxonomica utilizando bases de datos
curadas y, por otro lado, los andlisis estadisticos de dichas tablas de OTUs o ASVs
obtenidas, con la caracterizacion de sus parametros de diversidad alfa y beta. La diversidad
alfa representa la diversidad intrinseca de cada muestra, mientras que la diversidad beta

representa la diversidad entre muestras diferentes.
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Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis es abordar el estudio de las comunidades
microbianas implicadas en diferentes etapas del proceso productivo aviar, con el fin de
caracterizar los diversos factores que modulan su composicién, para disefiar intervenciones
con un enfoque sustentable, que permitan mejorar el rendimiento productivo y transformar

los residuos generados en subproductos.

Objetivos especificos

1. Determinar la importancia de la locacion geografica como modulador de la
composicién de la microbiota de aves de corral;

2. Caracterizar la “microbiota local” cecal de pollo de Argentina;

3. Evaluar el impacto del sistema de produccion en muestras de pollos de Argentina,
comparando aquellas que provienen de ensayos experimentales o granjas
comerciales;

4. Caracterizar la microbiota intestinal en respuesta al uso de un taninos como
promotor de crecimiento alternativo, en ambientes experimentales y comerciales;

5. Caracterizar la microbiota presente en la cama de pollo de ambientes productivos,
consecuencia de la adicién de taninos o antibioticos en la dieta;

6. Caracterizar residuos avicolas, crudos y tratados, a escala experimental;

7. Evaluar el efecto de la aplicacion de residuos avicolas crudos sobre suelos agricolas.
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Estructura de la tesis

La presente tesis se estructura en tres grandes areas: i) el estudio de la microbiota en el
contexto del ambiente productivo, ii) el estudio de los residuos generados en la produccion
avicola y la transformacion de los mismos para su utilizacion como subproductos, v iii) el
estudio del impacto de la aplicacion de estos residuos en el ambiente al ser utilizados como
enmiendas organicas en suelos agricolas.

El estudio de la microbiota en el contexto del ambiente productivo sera abordado en
los capitulos 1 y 2. El capitulo 1 aborda el impacto de diferentes factores sobre la
composicién de la microbiota, haciendo hincapié en el efecto del origen geogréafico de los
datos asi como en la diferenciacion existente entre los datos provenientes de ensayos
experimentales, que intentan imitar el ambiente productivo, y aquellos datos provenientes
de granjas comerciales.

En el capitulo 2 se estudia el efecto de diferentes aditivos en la dieta de las aves,
tanto en ensayos experimentales bajo condiciones controladas como en establecimientos
productivos, a través de la descripcion de la composicion de la microbiota presente en el
tracto gastrointestinal de las aves y en la cama de pollo.

Finalmente, en el capitulo 3 se abordan tanto el estudio de las comunidades
microbianas presentes en los residuos de la produccidn aviar (guano y cama de pollo) y las
modulaciones que las mismas sufren luego de la biotransformacion de los residuos para la
obtencion de enmiendas seguras y el efecto de su aplicacion en los suelos como fertilizantes

organicos.
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Capitulo 1
a geografia como factor de modulacion

no genético de la microbiota cecal de pollo

Everything is everywhere, but the environment selects

Lourens Baas Becking

1895-1963, Paises Bajos
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Capitulo 1

1 Introduccion

El tracto gastrointestinal (TGI) de los pollos alberga una microbiota sumamente diversa
dominada por bacterias, que influencia tanto la salud del animal como su rendimiento
productivo, afectando su crecimiento. Una microbiota saludable permite una mejor
utilizacion de los nutrientes y promueve la exclusion competitiva, evitando la colonizacion
de bacterias patdgenas (Kohl, 2012).

Se ha demostrado que la composicion de la microbiota del TGI puede verse
modificada dependiendo de algunos factores como ser la dieta y los aditivos de la misma, la
edad, el genotipo del hospedante, asi como también la porcién intestinal que se evalue,
entre otros (Shang et al., 2018). Algunas de estas variables han sido estudiadas en mas
profundidad que otras, como el efecto de la edad de los animales o los cambios que se
observan en las diferentes regiones gastrointestinales.

Algunos autores consideran que la edad de las aves tiene un impacto importante en
la composicion de la microbiota del TGI (Pourabedin et al., 2015), siendo mayor que el
impacto de la dieta. En relacion a las diferentes regiones del TGI, algunos estudios
encontraron que las densidades de las poblaciones bacterianas aumentan desde el area
proximal a la distal (Richards et al., 2005); sugiriendo un mayor efecto debido a la regién
del TGI, encontrando valores mas altos de riqueza y diversidad en el contenido cecal que en
otras regiones (buche, molleja, duodeno, yeyuno e ileon) (Choi et al., 2014; Mohd Shaufi et
al., 2015; Stanley et al., 2012).

Otros factores que afectan la composicion de la microbiota son los aditivos

alimentarios. Existe una variedad de aditivos con presuntos efectos antimicrobianos y/o
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promotores del crecimiento que se utilizan como aditivos dietarios de aves de corral
durante el engorde comercial, incluidos antibidticos (administrados en dosis
subterapéuticas) y nuevas alternativas como prebidticos, probioticos, acidos organicos y
extractos de plantas (Huyghebaert et al., 2011; Redondo et al., 2014; Verstegen y Williams,
2002; Yang et al., 2019).

Los efectos de estos aditivos en la comunidad microbiana del TGI siguen siendo en
gran parte desconocidos, aunque se sabe que logran reducir la poblacién de bacterias
patogenas y el uso de nutrientes por parte de la microbiota, mejorando asi la utilizacion de
vitaminas y otros nutrientes por parte del hospedador (Danzeisen et al., 2011).

En los Gltimos afios, ha surgido un nuevo enfoque que considera la influencia del
origen geografico de las muestras en la composicion de la microbiota. Por ejemplo en
humanos, la geografia logré explicar parte de la variabilidad observada en comunidades de
bacterias intestinales (Fallani et al., 2010; Yatsunenko et al., 2012) y, en aves, se ha
demostrado que algunos parametros ambientales parecen ser los factores mas importantes
en la modulacion de la microbiota (Godoy-Vitorino et al., 2012; Hird et al., 2014).
Videnska et al. (2014) mostraron que la composicion de la microbiota fecal de gallinas
ponedoras y aves de corral, variaba entre muestras de diferentes paises de Europa, como
Eslovenia, Hungria, Croacia y RepuUblica Checa. Recientemente también, al comparar
muestras de cinco regiones de gran altitud de China, Zhou et al. (2016) determinaron que la

composicién de la microbiota intestinal de pollos tibetanos era alterada por su origen.
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1.1 Hipotesis

A partir de esta informacién hipotetizamos que la locacion geogréafica es un factor
modulador clave de la microbiota del TGI. En este sentido, consideramos a la geografia en
un sentido amplio, en términos del marco teorico de la “geografia humana”, superando la
dimensién territorial caracteristica de la vision de la geografia fisica, incluyendo entonces
en su definicion fendmenos sociales, econdmicos y politicos y de su relacion con el
territorio (Mendoza Vargas, 2013).

La locacion geogréfica seria entendida entonces como un espacio multidimensional
que podria explicar los flujos e interacciones entre distintos factores como ser el clima, el
manejo de las granjas (incluyendo las intervenciones en salud animal, su nutricién, el
manejo de los alimentos y de la cama de los pollo) y el entorno socioeconémico y cultural.

Para probar esta hipotesis, re-analizamos datos publicos que se encuentran
disponibles en bases de datos como NCBI y MG-RAST, que corresponden a ocho paises

diferentes, asi como datos locales, con el objetivo de :

e Determinar la importancia de la locacion geografica como modulador de la
composicién de la microbiota de aves de corral;

e Caracterizar la “microbiota local” cecal de pollo de Argentina;

e Evaluar el impacto del sistema de produccion en muestras de pollos de
Argentina, comparando aquellas que provienen de ensayos experimentales o

granjas comerciales.

18



Capitulo 1

2 Materiales y Métodos
2.1 Adquisicion de sets de datos publicos provenientes de ensayos

experimentales.

Para poder comparar la composicion de la microbiota del TGI de pollos de diferentes
locaciones geograficas, se utilizaron conjuntos de datos de secuenciacion masiva de
amplicones del gen ARN ribosomal 16S que provenian de ensayos experimentales (ET)
realizados en diferentes paises. Estos conjuntos de datos fueron obtenidos de las bases de
datos publicas del NCBI (Sequence Read Archive) y MG-RAST vy su origen correspondio a
ocho paises diferentes incluyendo Argentina. Estos datos pueden ser observados en la Tabla
1.1. Todos estos datos fueron descargados y re-analizados con el programa Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME) v1.9.1 (Kuczynski et al., 2012), utilizando todas

las muestras como un unico conjunto de datos.

2.2 Muestras de microbiota cecal de Argentina proveniente de granjas

comerciales.

Adicionalmente, se seleccionaron 10 granjas comerciales (CF) de Entre Rios y Buenos
Aires, clasificadas de acuerdo a las practicas de cria que en ellas se realizaban como:
avicultura convencional (CP) o granja agroecoldgica (AE); con el fin de caracterizar en

mayor profundidad la “microbiota local” de Argentina.
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Tabla 1.1. Conjuntos de datos de secuenciacion masiva de amplicones del gen ARN ribosomal 16S utilizados para comparar la composicion de
la microbiota del TGI de pollos en funcién de la locacién geogréfica.

Locacion Porcién Edad Linea Region Dieta Kit de Plataforma )
Fuente/ID Geogréafica Intestinal  (dias) Genética secuenciada Extraccién Referencia

NCBI

PRJEB9198 GER Ciego 25 Ross Completo SCD, MCP Qiagen Roche Witzig et al., 2015

SAMNO03092832-39 MAL lleon/Ciego  21/42 Cobb V3 SCD Qiagen llumina  Mohd Shaufi et al.,
2015

SRP045877 CRO Fecal 21 Ross/Cobb  V3-V4 SCD Qiagen Roche Videnska et al.,
2014

SRP045877 SLO Fecal 21 Ross/Cobb  V3-V4 SCD Qiagen Roche Videnska et al.,
2014

SRP045877 HUN Fecal 21 Ross/Cobb  V3-V4 SCD Qiagen Roche Videnska et al.,
2014

SAMNO03161778-871  USA Ciego 42 Ross/Cobb  V1-V3 SCD, OA  Griffiths 2000 Roche Oakley et al., 2014

MG-RAST

4614960.3 AUS Ciego 25 Cobb V1-V3 SCD Yu & Morrison Roche Stanley et al., 2015

2004
DISPONIBLE BAJO PEDIDO
-- ARG-ET1 Ciego 26 Cobb V3-V4 SCD, Bac, Qiagen Illumina  Diaz Carrasco et al.,
Tan 2018
- ARG-ET2 Ciego 22 Cobb V3-V4 SCD, Tan Qiagen [llumina Diaz Carrasco Sin
publicar

GER: Alemania, MAL: Malasia, CRO: Croacia, SLO: Eslovenia, HUN: Hungria, USA: Estados Unidos, AUS: Australia, ARG-ET1: Argentina-Ensayo
Experimental 1, ARG-ET2: Argentina-Ensayo Experimental 2. SCD: Dieta estandar comercial. MCP: Fosfato monocalcico; OA (Acido Organico): 4c.
férmico, &c. propidnico, formiato de amonio y &c. grasos de cadena media; Bac: Bacitracina de Zinc en dosis sub-terapéuticas; Tan: Mezcla de taninos

derivados de castafia y quebracho. Qiagen: QIAmp DNA Stool Mini Kit. Roche: Roche-454. Illumina: Illumina-MiSeq.
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Para ello, se tomaron 27 muestras de contenido cecal, de distintos galpones de las 10
granjas (9 granjas convencionales y 1 granja agroecoldgica) (Tabla 1.2). Cada muestra estuvo
formada por un pool del contenido de los ciegos de 5 animales de cada galpdn, tomadas
inmediatamente después de su eutanasia realizada por dislocacion cervical. Las muestras de
ciegos fueron refrigeradas en hielo y luego guardadas a -80°C hasta la realizacién de las
extracciones de ADN.

La participacién por parte de los productores en este estudio fue voluntaria y las practicas
con animales aqui reportadas fueron realizadas de acuerdo al protocolo numero 20/2010 del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del INTA (CICUAE aprobado por la
resolucion CICVyA No. 14/07), basado en lineamientos internacionalmente reconocidos de
“Cuidado y Uso de Animales Experimentales”, como la Guia para el cuidado y uso de animales

de agricultura en investigacion y ensefianza, 3ra edicion, 2010.

Tabla 1.2. Muestras de microbiota cecal de Argentina de granjas comerciales.

Muestra Fuente Granja Galpon Edad Muestra Fuente Granja Galpén Edad
(dias) (dias)
CP1 Avicultura convencional 1 1 21 CP11 Avicultura convencional 3 1 21
CP2 Avicultura convencional 1 2 21 CP12 Avicultura convencional 3 2 21
CP3 Avicultura convencional 1 3 21 CP13  Avicultura convencional 4 1 21
CP4 Avicultura convencional 1 4 21 CP14  Avicultura convencional 4 2 21
CP5 Avicultura convencional 1 5 21 CP15  Avicultura convencional 5 1 21
CP6 Avicultura convencional 1 6 21 CP16  Avicultura convencional 6 1 21
CP7 Avicultura convencional 1 1 40 CP17 Avicultura convencional 6 2 21
CP8 Avicultura convencional 1 2 40 CP18  Avicultura convencional 7 1 21
CP9 Avicultura convencional 1 3 40 CP19 Avicultura convencional 7 2 21
CP10 Awvicultura convencional 1 4 40 CP20  Avicultura convencional 8 1 21
CpP21 Avicultura convencional 8 2 21
AE1  Granja agroecolodgica 2 1 115 CP22  Avicultura convencional 9 1 15
AE2  Granja agroecolodgica 2 2 115 CP23  Avicultura convencional 9 2 15
CP24 Avicultura convencional 10 1 21
CP25 Avicultura convencional 10 2 21
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2.3 Extraccion de ADN y secuenciacién

El ADN gendmico, de todas las muestras de ciego recolectadas, fue extraido a partir de 300 mg
de la mezcla de contenidos cecales de cinco animales, utilizando el kit comercial QlAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
concentracion de ADN y su pureza fue evaluada en un espectrofotometro NanoDrop ND—1000
(NanoDrop Technologies, DE, USA) y luego fue guardado a -20 °C hasta su utilizacion.

La region V3-V4 del gen ARN ribosomal 16S fue amplificada a partir del extracto de
ADN obtenido. Tanto la construccion de las bibliotecas como la secuenciacion fue realizada en
Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) usando la plataforma MiSeq de Illumina. Las lecturas
pareadas generadas de 300 pb fueron obtenidas utilizando los cebadores universales b341F (5°-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) y Bakt805R (5’-GACTACHVGGGT ATCTAATCC-3").

Todas las secuencias obtenidas en este ensayo fueron depositadas en la base de datos del

NCBI bajo el numero de accesion del BioProject PRINA579062.

2.4 Analisis de la Comunidad Microbiana

Se realizaron dos andlisis separadamente, uno para caracterizar el impacto de la locacion
geografica sobre la composicién de la microbiota del TGl y otro para describir la microbiota local
de Argentina. En ambos andlisis las comunidades microbianas fueron analizadas utilizando el
programa QIIME v. 1.9.1 con sus parametros por default, excepto que se especifique lo contrario.

Se realizé primeramente un filtrado de calidad de las lecturas utilizando como promedio
de calidad phred un valor umbral de 20. Se unieron las lecturas paired-end y se identificaron y
filtraron posibles secuencias quiméricas con el algoritmo UCHIME (Edgar et al., 2011). Las

lecturas de cada ensayo fueron agrupadas luego en unidades taxonémicas operativas (OTUS)
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mediante el algoritmo UCLUST (Edgar, 2010) utilizando un valor de similitud de secuencias
igual o superior al 97%.

Para el analisis del impacto de la locacion geogréfica sobre la composicién microbiana se
utilizaron, para el armado de las OTUs y debido a las diferentes regiones del gen ARNr 16S
consideradas, dos enfoques. Uno denominado “close reference” o “cerrado” que compara las
lecturas del ensayo con aquellas presentes en una base de datos de referencia, armando las OTUs
en funcion de dichas similitudes y descartando las lecturas que no muestran coincidencia, por lo
que la taxonomia asociada a estas OTUs proviene directamente de la secuencia sobre la que cada
OTU fue creada; y un segundo enfoque denominado “open reference” o “abierto”, que a
diferencia del enfoque anterior utiliza las lecturas que no coinciden con las secuencias presentes
en la base de datos, y las agrupa formando OTUs de novo en funcion de la similitud que muestran
al ser comparadas entre si. Posteriormente, dichas OTUs son comparadas con la base de datos
GreenGenes v.13.8 para asignarles su clasificacion taxonomica.

Este ultimo enfoque fue también el utilizado para la caracterizacion de la microbiota local
de Argentina.

En ambos ensayos, las OTUs se normalizaron usando el método de suma total (total-sum
scaling method — el cual divide el numero de secuencias de cada OTU por el nimero de
secuencias totales de cada muestra) y aquellas con abundancias relativas menores al 0,005%
fueron descartadas.

Para ambos andlisis, la diversidad microbiana fue evaluada en las muestras (alfa
diversidad) y entre las muestras (beta diversidad) utilizando QIIME. Se caracterizo la alfa
diversidad a través de su riqueza (indice de Chaol y cantidad de OTUs observadas) y a través de
la diversidad de la comunidad (indices de Shannon y Simpson). Para la caracterizacion de la beta

diversidad en las comunidades microbianas, se realiz6 un agrupamiento jerarquico basado en la
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disimilaridad de Bray-Curtis, luego de que las abundancias relativas de las OTUs fueran
transformadas usando raiz cuadrada, implementando un método promedio para el agrupamiento
de microbiotas en el programa RStudio a través del paquete vegan (Oksanen et al., 2017).
Adicionalmente, se utiliz6 la distancia UniFrac no ponderada (Lozupone y Knight, 2005) para

realizar un andlisis de coordenadas principales (PCoA).

2.5 Analisis estadistico de los resultados

Para comparar la composicion de la microbiota del TGI de las muestras de los diferentes paises,
se realizaron multiples rarefacciones con recuentos promedios, y las tablas de OTUs fueron
analizadas con el programa Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (STAMP) (Parks et al.,
2014), realizando un Analisis de la Varianza - ANOVA - con correccion de Bonferroni, para
identificar diferencias en las abundancias relativas de las OTUs. Cada muestra individual de cada
pais, fue considerada una unidad experimental.

Para identificar diferencias en los indices de diversidad alfa, se realizaron test de Kruskal-
Wallis con Mann-Whitney post-hoc, corregidos por el método de Bonferroni. En el andlisis de los
indices de beta diversidad, el agrupamiento de las muestras en el PCoA para cada uno de los
factores de la metadata, fue evaluado utilizando el test estadistico multivariado no paramétrico
ADONIS en QIIME. Adicionalmente, se realizé un test de Mantel en RStudio, utilizando 999
permutaciones, para evaluar la correlacion entre las distancias UniFrac no ponderadas y las
distancias geograficas de las muestras de los diferentes paises. Las coordenadas geograficas para
cada set de datos fueron obtenidas en https://www.geodatos.net/ y a partir de ellas se calcularon
las distancias del semiverseno (haversine distance) utilizando el paquete geosphere en R.

Para todos los analisis estadisticos se consideraron diferencias significativas cuando p <
0,05.
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3 Resultados

3.1 La locacion geogréafica como modulador de la microbiota cecal.

La influencia de la locacion geogréfica sobre la microbiota del TGI de aves fue evaluada a traves
de un meta-andlisis, comparando la estructura de las comunidades bacterianas presentes en

muestras provenientes de ocho paises diferentes.

3.1.1 Enfoque “open reference” o “abierto”

Al realizar el analisis comparativo de los datos descargados de repositorios publicos
correspondientes a ocho paises diferentes, probamos la influencia de la ubicacion geografica en la
modulacion de la microbiota del TGI. El agrupamiento de las muestras que surge del analisis de
escala multidimensional (PCoA basado en distancias UniFrac no ponderadas del gen de ARNr
16S) revelo6 grupos distintos asociados a cada pais (Figura 1.1). El ajuste que mostraron los datos
a los diferentes factores de la metadata evaluados, confirmé a la ubicacion geografica como el
principal modulador de la estructura de la comunidad (72,35% de variabilidad observable) (Tabla
1.3). Ademas, el resultado de la prueba de Mantel mostré una correlacion estadisticamente
significativa entre la diversidad beta y las matrices de distancia de ubicacién geogréfica

(estadistico de Mantel r = 0,4068; Significacion = 1e-04).
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Figura 1.1. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las distancias UniFrac no ponderadas
resultados del analisis abierto u “open reference”. Microbiota del TGl de muestras de pollos
provenientes de diferentes locaciones geogréaficas designadas como AUS: Australia, ARG: Argentina,
CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia, SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos.

Tabla 1.3. Ajuste de los diferentes factores de la metadata en el agrupamiento basado en distancias
UniFrac no ponderadas. Se utilizo el andlisis estadistico ADONIS sobre los resultados del enfoque

abierto u “open reference”.

UniFrac no ponderado R2
Locacién Geogréfica 0,72
Region secuenciada 0,43
Dieta 0,43
Kit de Extraccion de ADN 0,43
Porcion Intestinal 0,34
Edad (dias) 0,22
Linea genética 0,20
Plataforma 0,11

Significancia estadistica identificada para todos los factores (p < 0,01)
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Por otro lado, el uso de métricas de disimilitud de Bray-Curtis en un analisis de
agrupamiento de comunidades microbianas a nivel de genero arrojé resultados similares
(Apéndice 1.1). Por su parte, las abundancias relativas de las OTUs a nivel familiar también
apoyan las estructuras comunitarias asociadas con la geografia (Figura 1.2, Apéndices 1.2 y 1.3).
Cabe destacar que la presencia de Bacteroidaceae, Lactoballaceae, Lachnospiraceae,

Ruminococcaceae y Clostridiaceae explico las diferencias detectadas entre paises (Apéndice 1.3).
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CRO AUS
| Unassigned m{__Corynebactenaceae f__Bacteroidaceae m{__Rikenellaceae mf__[Bamesiellaceae)
p__Cyanobactena; ¢__4C0d-2;0__YS2 mf__Planococcaceae f__Staphylococcaceae ®f__Enterococcaceae f__Lactobacillaceae

mf__Streptococcaceae mf_ Turicibacteraceae mo__Closvidiales mf{_ Clostridiaceae f__Lachnospiraceae
=f__Ruminococcaceae | f__Veillonellaceae f__Erysipelotrichaceae ®f__Campylobacteraceae f__Helicobacteraceae
| f__Enterobacteriaceae c__Mollicutes;o__RF39 m<1%

Figura 1.2. Mapa geogréafico de la microbiota del TGI de pollos a nivel familia resultados del
andlisis abierto u “open reference”. Colores diferentes fueron utilizados para representar cada taxon
individual. Los diferentes paises evaluados fueron AUS: Australia, ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER:
Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia, SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos. La clasificacion

taxondémica esta descripta como: o_orden y f_familia.
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Adicionalmente, realizamos un andlisis de la microbiota de cada pais en cuanto a
riqueza y uniformidad. En este sentido, la estructura comunitaria de la microbiota de
Malasia fue la mas diversa con los valores mas altos de indices de diversidad alfa. Por el
contrario, la microbiota de Croacia y Eslovenia mostraron los valores mas bajos, sin
diferencias estadisticas significativas entre ellos. Estos dos paises se agruparon juntos tanto
al observar su distribucion en el PCoA como los valores de los indices de diversidad alfa

(Tabla 1.4).

Tabla 1.4. indices de diversidad alfa para muestras de pollos correspondientes a las diferentes

locaciones geograéficas, resultado del analisis abierto u “open reference”.

Locacién OTUs por Indice Chaol  Diversidad de  Diversidad de
Geogréfica muestra Shannon Simpson
Malasia 478,25+29,77°  510,12+25,95° 5,89+0,78 0,95+0,03
Argentina 151,86+20,14° 172,22423,6° 4,80+0,24° 0,92+0,01°
Estados Unidos 114,93+18,13°  155,97+25,09" 5,02+0,73 0,90+0,08%
Australia 124,33+6,09° 124,42+5,07° 4,72+0,44% 0,91+0,03%
Alemania 90,54+11,21° 122,37+14,12° 4,22+0,37° 0,86+0,04"
Hungria 61,81+20,88° 89,02+28,09° 3,91+0,71" 0,87+0,07%
Croacia 32,3+9,57° 39,97+13,91° 3,28+0,46° 0,84+0,05"
Eslovenia 30,62+4,93° 41,18+8,15" 3,23+0,42° 0,83+0,06"

Medias+DE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre paises

de acuerdo al andlisis Kruskal Wallis con Mann-Whitney post-hoc (p < 0,05) y correccion de

Bonferroni.
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3.1.2 Enfoque “close reference” o “cerrado”

El ordenamiento de las muestras en el andlisis multidimensional PCoA, basado en las
distancias UniFrac no ponderadas para el gen ARNr 16S, revelaron la formacién de
diferentes grupos relacionados con su origen geografico (Figura 1.3). Las muestras de
Eslovenia y Croacia no lograron separarse entre si, como tampoco las provenientes de

Argentina, Hungria y Malasia.

PC2 (17.96%) M
Germany

, Bl Argentina
Yctare I Australia
v & B Croatia
[l Slovenia
[] Hungary

. o ° [] Malaysia
©
. v [ usA

° PC1 (21.46%)

PC3 (10.59%)

Figura 1.3. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias UniFrac no
ponderadas resultado del anailisis cerrado o “close reference”. Se designan las diferentes
locaciones geograficas de las que provienen las muestras de microbiota del TGI de pollos como
AUS: Australia, ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia,
SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos.
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Cada factor de la metadata considerado, fue evaluado observandose que la locacion
geogréfica era el principal factor modulador de la estructura de la comunidad (63,25% de la
variabilidad observada) (Tabla 1.5).

Adicionalmente, los resultados del test de Mantel mostraron una correlacion
estadisticamente significativa entre las matrices de distancias de la beta diversidad (UniFrac
no ponderadas) y las distancias geogréficas (estadistico de Mantel r = 0,15224,

Significancia = 4e-04).

Tabla 1.5. Ajuste de los diferentes factores de la metadata en el agrupamiento basado en
distancias UniFrac no ponderadas. Se utiliz6 el analisis estadistico ADONIS a partir de los

resultados del enfoque cerrado o “close reference”.

UniFrac no ponderada R2
Locacién Geogréfica 0,63
Region secuenciada 0,35
Dieta 0,36
Kit de Extraccion 0,33
Porcion Intestinal 0,22
Edad (dias) 0,20
Linea Genética 0,17
Plataforma de secuenciacién 0,11

Significancia estadistica identificada para todos los factores (p < 0,01)

Para finalizar el analisis de la beta diversidad, se utilizd la disimilaridad de Bray-
Curtis para realizar un analisis de agrupamiento (clustering) de las comunidades
microbianas a nivel de género obteniéndose resultados similares a los obtenidos en el PCoA

de las distancias UniFrac no ponderadas, con clusters particulares para cada origen
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geogréfico, excepto para los datos provenientes de Croacia, Hungria y Eslovenia (Apéndice
1.4).

La estructura de las comunidades microbianas de los diferentes paises fue analizada
comparando las abundancias relativas de las OTUs presentes en cada pais, a nivel familia.
Esta composicion mostrd diferentes patrones para cada una de las locaciones geograficas de
origen (Figuras 1.4 y Apéndices 1.5 y 1.6). Notablemente, la presencia de Bacteroidaceae,
Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y Clostridiaceae lograron explicar

las principales diferencias observadas (Apéndice 1.6).

mf_ Brevibacteriaceae =~ Mf__Corynebacteriaceae f__Bacteroidaceae mf_ Rikenellaceae mf_[Barnesiellaceae]
wf__[Odoribacteraceae] Mf__Staphylococcaceae f__Enterococcaceae Bf_ Lactobacillaceae mf__Streptococcaceae

Bf_ Turicibacteraceae Ho__ Clostridiales Bf_Clostridiaceae Bf_Lachnospiraceae f__Peptostreptococcaceae
®f_ Ruminococcaceae Mf__ Veillonellaceae “f_ [Acidaminobacteraceae] Mf__Erysipelotrichaceae  f__Campylobacteraceae

Bf_Helicobacteraceae  ®f__ Enterobacteriaceae M <1%

Figura 1.4. Mapa geogréafico de la microbiota del TGI de pollos a nivel familia resultado del
analisis cerrado o “close reference”. Colores diferentes fueron utilizados para representar cada
taxon individual. Los diferentes paises evaluados fueron AUS: Australia, ARG: Argentina, CRO:
Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia, SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos.
La clasificacion taxondémica esté descripta como: o_orden y f_familia.
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Adicionalmente, se realizaron analisis de alfa diversidad de las microbiotas de cada
pais, evaluandose tanto riqueza como diversidad. En este sentido, la estructura de la
comunidad bacteriana de la microbiota de Malasia fue la méas diversa mostrando los valores
mas altos de indices de diversidad. Por el contrario, las microbiotas de Croacia y EE.UU.
mostraron los valores mas bajos para estos parametros. Eslovenia y Croacia no mostraron
diferencias estadisticas significativas al comparar los indices de riqueza Chaol y diversidad
de Shannon entre si. Estos dos paises se agruparon juntos tanto al observar su distribucion
en el PCoA, asi como en los valores de los indices de diversidad alfa. De manera similar,
los valores de alfa diversidad encontrados para Hungria, Argentina y Malasia no lograron

diferenciarse estadisticamente (Tabla 1.6).

Tabla 1.6. Indices de alfa diversidad para muestras de pollo de las diferentes locaciones

geogréficas, resultado del analisis cerrado o “close reference”.

Locacién OTUs por indice de Chaol  Diversidad de  Diversidad de
Geogréfica muestra Shannon Simpson
Malasia 590,00+35,38° 621,28+27,78° 5,92+0,92° 0,94+0,04°
Argentina 163,29+32,72" 189,99+43 41" 4,57+0,25° 0,90+0,01°
Hungria 124,70+43,23" 169,41+58,55" 4,06+0,82% 0,85+0,10™*
Australia 86,70+15,49°“ 95,61+20,93" 3,25+0,20° 0,81+0,04°
Eslovenia 59,30+10,85™ 74,20+18,98 2,81+0,61° 0,72+0,13°
Alemania 44,17+7,33% 56,65+8,40°% 2,90+0,42° 0,69+0,10°
Croacia 42,10+26,50° 55,31+28,10% 3,56+0,81" 0,84+0,10%
Estados Unidos 31,39+5,76° 37,59+8,78° 3,09+0,85° 0,74+0,18™

Se muestran la MediatDesvio estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre muestras, de acuerdo al test Kruskal Wallis con Mann-Whitney post-hoc (p

< 0,05) y correccién de Bonferroni.
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3.2 Caracterizacion de la microbiota cecal de Argentina

Dadas las diferencias en la composicion de las muestras de los diferentes paises evaluados,
se prosiguio con la caracterizacion de la “microbiota local” de ciegos de aves de produccién
de Argentina. Para tal fin se utilizaron los datos provenientes de dos categorias: aquellos
obtenidos en ensayos experimentales (ET) y aquellos que provenian de granjas comerciales
(CF). Los datos provenientes de CF contemplaban, a su vez, dos posibilidades: que las
mismas hayan sido obtenidas en granjas de avicultura convencional (CP) o que provinieran
de granjas agroecoldgicas (AE).

Dentro de las muestras correspondientes a ET se incluyeron las mismas muestras
que en el analisis del impacto de la locacién geogréafica previo (ET1y ET2), junto con otras
17 muestras mas, provenientes de los mismos sets de datos, pero que no habian sido
incluidas anteriormente ya que correspondian a edades diferentes (siendo la edad uno de los
parametros evaluados en el analisis anterior).

Por su parte, dentro del grupo de CF, se contd con 27 muestras provenientes de 9
granjas CPy 1 AE.

Un total de 3.032.606 secuencias fueron obtenidas y pasaron los umbrales minimos
de calidad establecidos, lograndose un promedio de secuencias por muestra de 49.168,
49.881, 69.817 y 49.297 para los grupos de ET1, ET2, CP y AE respectivamente.

La distribucidn de estos sets de datos experimentales (ET) y comerciales (CF) fue
evaluada en un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias
UniFrac no ponderadas. La coordenada 1 (PC1) permitié observar claras diferencias entre

los sets de datos experimentales y comerciales (ET vs CP y AE), mientras que el PC2 logré
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diferenciar los ensayos experimentales entre si (ET1 y ET2). Finalmente, el PC3 separ6 los

datos de CF en funcién del tipo de granja comercial evaluado (AE y CP) (Figura 1.5).

Adicionalmente, los indices de alfa diversidad confirman la separacion de estos dos

grandes grupos (ET y CF), tanto en los indices de riqueza como en los de diversidad (Tabla

1.7).

PC2 - Percent variation explained 13.98%

0.10

0.05t

0.00

-0.05¢

-0.10

-0.15
-0.20

PCoA - PC1 vs PC2

T

AR
a N
\hat aTa

&

L]

L 1 1
-0.15 -0.10 -0.05

0.00

1 1
0.05 0.10 0.15

PC1 - Percent variation explained 56.74%

AET1

ET2

PC3 - Percent variation explained 5.07%

-0.05-

-0.15

0.05

PCoA - PC1 vs PC3

.’1.

o -,

_ N 4, .

2 N &

0.00 L2 ® A ataa e
0° al .o

'\A ]

-

1 1 1
-0.20 -0.15 -0.10 -0.05

0.00

1 1
0.05 010 0.15

PC1 - Percent variation explained 56.74%

®CP

AE

Figura 1.5. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias UniFrac no

ponderadas de las muestras Argentinas. Las muestras de la microbiota del contenido cecal de

pollos de diferentes fuentes de Argentina fueron designadas como ET1: Ensayo 1, ET2: Ensayo 2,

CP: Avicultura convencional y AE: Granja agroecoldgica.
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Tabla 1.7. indices de alfa diversidad para las muestras de ciegos argentinos

Muestra OTUs por indice de Chaol Diversidad de Diversidad de  Cobertura

muestra Shannon Simpson de Good
ET1 328,92+34,20°  367,05+34,88°  5,27+0,34° 0,91+0,02° 0,99+0,01
ET2 189,58+39,60°  218,81+49,63°  4,63+0,45 0,90+0,04% 0,99+0,01
CP 571,04+37,11°  623,73+43,90°  6,560,29° 0,97+0,01° 0,99+0,01
AE 550,50+17,68°  614,39+19,87°  6,82+0,11° 0,98+0,00" 0,99+0,01

Se muestran la MediatDesvio Estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre muestras de acuerdo al test de Kruskal Wallis con Mann-Whitney post-hoc test
(p < 0,05) y correccion de Bonferroni. ET1: Ensayo 1, ET2: Ensayo 2, CP: Avicultura

convencional, AE: Granja agroecologica.

Al analizar la estructura de las comunidades bacterianas de estas muestras, se
encontraron que los filos con mayor predominancia en los ciegos fueron Firmicutes,
Bacteroidetes y Proteobacteria. Para las muestras de CF, las abundancias relativas fueron de
45,79%, 46,75% y 2,52% respectivamente para la cria convencional; mientras que los
valores fueron 27,11%, 38,36% Yy 8,01% respectivamente para la granja agroecoldgica. Las
bacterias que no pudieron clasificarse ascendieron al 15,71% en las muestras de AE y s6lo
fueron del 2% en CP.

Dentro del filo Firmicutes, Clostridia fue la clase dominante (41,20% para CP y
25,7% para AE), con predominancia del orden Clostridiales. En este orden, las familias
predominantes fueron Ruminococcaceae y Lachnospiraceae en CP (18,22% y 5,43%
respectivamente), y para AE se observaron tres familias con abundancias relativas
similares: Ruminococcaceae (4,96%), Lachnospiraceae (4,35%) y Veillonelaceae (7,35%).

Dentro del filo Bacteroidetes, el orden Bacteroidales, de la clase Bacteroidea,

mostré la mayor abundancia (46,75% para CP y 38,35% para AE). Las familias mas

35



Capitulo 1

abundantes en este orden fueron Bacteroidaceae (18,56% Yy 18,28%), Rikenellaceae
(15,47% 'y 1,46%) y Barnesiellaceae (8,39% y 1,27%).

Por su parte, las muestras de microbiota del TGl de aves provenientes de ET
estuvieron dominadas por el filo Firmicutes (50,67%), seguido de Bacteroidetes (44,84%) y
Proteobacteria (3,41%).

Dentro del filo Firmicutes, Clostridia fue la clase dominante (47,23%) con
predominancia del orden Clostridiales. Las familias mas abundantes fueron
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae (17,64% y 7,82% respectivamente).

Dentro del filo Bacteroidetes, Bacteroidales fue el orden predominante de la clase
Bacteroidea (44,84%), y en este caso las familias més abundantes fueron Bacteroidaceae
(33,47%), Rikenellaceae (5,86%) y Barnesiellaceae (5,50%).

Todos estos datos pueden observarse en la Figura 1.6 y los andlisis estadisticos de

las diferentes abundancias relativas de los diferentes taxa pueden observarse en el Apendice
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Figura 1.6. Abundancia relativa de las bacterias clasificadas a nivel familia de muestras
argentinas. Las muestras de ciegos de aves de produccién de Argentina fueron designadas como
ET1: Ensayo experimental 1; ET2: Ensayo experimental 2; AE: Granja agroecolégica y CP: Granja

avicultura convencional. La clasificacion taxondmica esta expresada como: o_orden y f_familia.
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A pesar de las diferencias observadas entre estas muestras, la microbiota de los
pollos criados bajo condiciones comerciales (CP y AE) o experimentales (ET) mostraron un
core taxonémico de 65 OTUs compartidas entre estas muestras (Figura 1.7), las cuales se
asignaron taxonémicamente a 7 filos y 38 familias. 15 de ellas mostraron abundancias
relativas de al menos 1% en alguna de las muestras, por lo que podian considerarse como
mayormente abundantes. Estas OTUs compartidas estuvieron dominadas por el género
Bacteroides, la familia Rikenellaceae, el orden Clostridiales y la familia Ruminococcaceae.
Todas las diferencias entre las muestras, en las abundancias relativas entre estos taxa,

pueden observarse en la Tabla 1.8.
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Figura 1.7. Gréfico de UpSet y diagrama de Venn para las muestras de Argentina. El gréafico
de UpSet y el diagrama de Venn muestran el nimero de OTUs compartidas entre las diferentes
muestras de Argentina, designadas como ET: muestras experimentales, CP: avicultura convencional

y AE: granja agroecoldgica.
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Tabla 1.8. Lista de OTUs compartidas entre las muestras de ciegos de Argentina. La

clasificacion taxondmica de las OTUs compartidas con abundancias relativas mayores al 1% esta

expresada hasta el nivel de género.

Filo Orden Familia Género ET AE CP
Bacteroidetes Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 33,47 18,28 18,56
Bacteroidetes Bacteroidales Rikenellaceae Unclassified 5,86 1,46 15,45
Bacteroidetes Bacteroidales [Barnesiellaceae] Unclassified 5,50 1,27 8,39
Firmicutes Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus 2,87 0,24 3,80
Firmicutes Clostridiales Unclassified Unclassified 18,76 7,86 11,97
Firmicutes Clostridiales Lachnospiraceae Unclassified 4,38 0,59 1,92
Firmicutes Clostridiales Lachnospiraceae [Ruminococcus] 2,44 3,24 2,74
Firmicutes Clostridiales Ruminococcaceae Unclassified 10,08 2,21 7,94
Firmicutes Clostridiales Ruminococcaceae Faecalibacterium 0,36 0,77 3,60
Firmicutes Clostridiales Ruminococcaceae  Oscillospira 2,62 1,63 4,23
Firmicutes Clostridiales Ruminococcaceae Ruminococcus 4,37 0,33 2,38
Firmicutes Clostridiales Veillonellaceae Megamonas 0,01 1,17 1,92
Firmicutes Clostridiales Veillonellaceae Phascolarctobacterium 2,49 577 2,39
Proteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Sutterella 0,97 2,34 0,64
Proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae  Unclassified 1,91 0,84 0,31

ET: ensayos experimentales, CP: avicultura convencional, AE: granjas agroecoldgicas. Valores de

abundancia relativa expresados como porcentajes (%).

4 Discusion

Asi como en otros vertebrados, la composicion de la microbiota del TGI de las aves esta

influenciada tanto por factores genéticos como no genéticos. ElI poder comprender la

contribucion de distintos factores en la determinacion de la estructura de una comunidad

microbiana, es un paso critico para el desarrollo de estrategias de modulacién que permitan

mejorar la produccidn, en este caso, aviar. Algunos estudios mostraron que el efecto de los

factores no genéticos en la modulacién de la microbiota, es mas importante que el

producido por los factores genéticos (Shang et al., 2018). En este sentido, nuestros

resultados mostraron que la locacidn geografica tiene un rol relevante en la modulacién de

la microbiota de pollos, al compararlo con los otros factores evaluados. Otros estudios
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encontraron resultados similares, tanto en la modulacion de la microbiota de humanos,
como en aves (Videnska et al., 2014; Yatsunenko et al., 2012; Zhou et al., 2016).

Fallani et al (2010) encontraron la presencia de un gradiente geografico que modula
la microbiota de nifios en Europa. En ese grupo etario, la abundancia de Bacteroidaceae,
Enterobacteriaceae y Lactobacillaceae vari6 marcadamente en funcién de su locacion
geogréfica, presentando abundancias relativas mayores en nifios de los paises del sur de
Europa.

Nuestros resultados en pollos europeos muestran un patron similar, maximizando
las diferencias de las abundancias relativas en latitudes extremas. Las abundancias relativas
de Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae fueron menores en muestras pertenecientes a
paises que se encuentran mas al norte (Alemania) comparadas con las muestras de los
paises del sur europeo (Eslovenia, Croacia y Hungria). Asi mismo, este gradiente
geografico fue opuesto cuando se evaluaron las abundancias del filo Bacteroidetes.

Un analisis de la influencia geografica sobre la microbiota de buches de aves,
confirmé que las mayores diferencias eran determinadas por el ambiente (Godoy-Vitorino
et al., 2012). En otro estudio, Hird et al. (2014) sugirieron que la genética podria tener un
rol menos importante en la influencia de la microbiota del TGI de aves, en comparacion
con factores no genéticos, como la localidad, la edad o la dieta. Finalmente, en un estudio
aviar mas amplio, donde varias especies fueron evaluadas, Waite y Taylor (2014)
atribuyeron la composicion de la microbiota del TGI mayormente a la localidad.

En este tipo de meta-analisis, uno de los principales desafios debido a la utilizacion
de informacion proveniente de bases de datos publicas, es la consideracion de sesgos y
limitaciones de los enfoques metodoldgicos de cada uno de los sets de datos utilizados, que

podrian generar resultados poco confiables luego de los anélisis bioinformaticos. Por
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ejemplo, la profundidad de secuenciacion determinara indirectamente la abundancia de las
especies bacterianas encontradas. De hecho, la deteccién de OTUs raras, es decir en baja
proporcion, requiere la presencia de una cantidad importante de secuencias por muestra
(Weiss et al., 2017). En este trabajo, esta restriccion pudo superarse realizando una
normalizacion de los datos a través de sub-muestreos aleatorios y utilizando el método TSS
(total-sum scaling). Adicionalmente, en este trabajo se consideraron tres factores
relacionados con los enfoques metodolégicos (el kit de extraccion de ADN utilizado, la
region variable del gen ARNr 16S que fue secuenciada y la plataforma de secuenciacion
elegida) como variables importantes a considerar en el analisis.

A pesar de que Fouhy et al. (2016) encontraron que el método de extraccion tenia
un bajo efecto en la composicion general de las comunidades microbianas, Kennedy et al.
(2014) observaron diferencias estadisticamente significativas en las abundancias relativas
asociadas a diferentes métodos de extraccion de ADN. Walker et al. (2015) y Fouhy et al.
(2016) encontraron que los primers o cebadores de PCR utilizados, son criticos en la
determinacion de los perfiles de bacterias secuenciadas. En el presente trabajo, para superar
el sesgo potencial debido, tanto a las diferentes regiones variables del gen ARNr 16S
analizadas como a los pares de cebadores especificos, utilizamos dos enfoques de analisis,
entendiendo al enfoque “close reference” o “cerrado” como el mas conservador en el
agrupamiento de las OTUs, que permite comparar las muestras de los diferentes estudios a
riesgo de descartar lecturas reales y novedosas. Finalmente, Allali et al. (2017) demostraron
que existen diferencias significativas en la diversidad microbiana y en la riqueza de
especies encontradas, en funcién de la plataforma de secuenciacion y los protocolos de

preparacion de bibliotecas utilizados.
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En nuestro trabajo, corroboramos —de acuerdo a los valores de R2- que la
plataforma de secuenciacion, kit de extraccion de ADN y la region del gen ARN ribosomal
16S secuenciada (a partir de diferentes sets de primers utilizados), mostraron un impacto en
la composicién microbiana, aunque su efecto fue menor al producido por la influencia de la
region geografica. Reforzando este concepto, los dos sets de datos de Argentina mostraron
un agrupamiento conjunto en el PCoA, a pesar de provenir de ensayos diferentes,
realizados de forma aislada temporalmente y con diferencias procedimentales.

Otro analisis realizado fue el test de Mantel, una herramienta poderosa para analizar
datos multivariados, particularmente cuando los datos se expresan como matrices de
distancia. En este sentido, nuestros resultados mostraron una correlacion significativa entre
las matrices de distancia de beta diversidad (distancia UniFrac no ponderada) y las
distancias geograficas del semiverseno (haversine), reforzando la mayor influencia de la
geografia sobre otros factores que puedan surgir de las limitaciones metodologicas.

Otros factores evaluados, como la porcion intestinal o la edad de los animales,
parecieron no presentar un impacto significativo en la modulacion de la microbiota al
compararlos con el efecto producido por la locacion geogréafica. Por ejemplo, las muestras
de Malasia se agrupan juntas a pesar de pertenecer a diferentes secciones del TGI (ileon y
ciego) y a dos grupos etarios diferentes (21 y 42 dias). Asi mismo la dieta, uno de los
factores mas estudiados en la bibliografia por sus efectos moduladores, muestra una menor
influencia que la geografia. En este sentido, los datos utilizados para algunos paises
incluyeron mas de un tratamiento dietario y estas diferencias no se vieron reflejadas. Por
ejemplo, el conjunto de datos de Alemania incluye dos tratamientos, uno alimentado con

dieta comercial y otro con un aditivo dietario de fosfato monocélcico, y de igual manera
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sucede en las muestras de Estados Unidos o Argentina, que incluyen dietas comerciales y
otras con aditivos de &cidos organicos, taninos o antibioticos (Tabla 1.1).

Las diferencias observadas en la microbiota nos permitieron introducir la nocién de
“microbiota local” debido a la divergencia que observamos vinculada con la ubicacion
geogréfica. En este sentido, reanudamos la perspectiva de la geografia desde el entorno
humano, y proponemos que la microbiota local refleja una combinacion de elementos no
genéticos autdctonos que modulan la composicién bacteriana. En otras palabras,
proponemos que la ubicacion geografica es una caracteristica convergente que combina
factores no genéticos.

Vale la pena tener en cuenta esta microbiota local como la linea de base, adecuada
tanto para identificar la correlacion del estilo de vida de las aves de corral con la
composicién de la microbiota del TGI, para probar el efecto de aditivos en la dieta sobre la
microbiota o para mejorar el rendimiento de la produccién avicola. Por ejemplo, el analisis
de la microbiota del TGI de aves de corral de Argentina nos permitio caracterizar una
microbiota nativa, con una abundancia relativa de la familia Veillonellaceae mas
predominante (> 3%) que en cualquiera de los otros paises analizados (menos del 1%). En
particular, los miembros de esta familia son anaerobios obligados, Gram negativos y
morfoldgicamente diversos, capaces de degradar &cidos organicos, fermentar lactato y
formar co-agregados intergénicos con otras bacterias, proporcionando nutrientes y
proteccidn a todos los participantes (Gronow et al., 2009).

Si bien podemos hablar de una microbiota local argentina, logramos distinguir la
existencia de estructuras comunitarias especificas vinculadas a CF o ET a nivel sub-local.

Los indices de diversidad mostraron diferencias entre estos dos grandes grupos de
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muestras, pudiendo observarse que las muestras de CF poseian valores més altos que las de
ET (OTUs observadas, indices Chaol, Shannon y Simpson - Tabla 1.7).

Consideramos que el manejo de la cama de pollo es una de las variables mas
importantes que podrian ser responsables de las diferencias observadas entre ambos grupos
de muestras. La cama de pollo es una mezcla de virutas de madera, cdscara de arroz, girasol
0 mani que se ubica sobre el suelo de los galpones, cumpliendo la funcién de aislar a los
animales del frio, protegerlos de golpes (amortiguacion) y fundamentalmente absorber la
humedad de las deyecciones (lIrisarri, 2013). A lo largo del ciclo de cria, la cama se
modifica por la acumulacion de las excretas, restos de alimento y plumas de los animales,
aumentando su humedad, compactandose y disminuyendo su funcionalidad.

A diferencia de lo que sucede en los ambientes experimentales (ET), donde al inicio
de cada ensayo se utiliza una cama de pollo nueva, en las granjas comerciales la cama de
pollo es reutilizada durante varios ciclos productivos. Al final de cada ciclo de crecimiento
se quita la capa superficial (descostrado) y se repone con material nuevo, o pueden
romperse las zonas apelmazadas y mezclarse con capas inferiores; pero solo se realiza un
recambio de la cama en forma completa una vez por afio. Es decir, la misma cama es
reutilizada por cinco o seis ciclos productivos consecutivos, modificandose su composicion
bacteriana y fisicoquimica a lo largo del tiempo.

Otros autores han demostrado el efecto de la cama en la composicidn y estructura de
las comunidades microbianas del TGI de aves de corral, ya que los pollitos que ingresan a
los galpones con 1 dia de vida, picotean la cama inoculando su TGI con las bacterias alli
presentes. En ese sentido, nuestros resultados estan de acuerdo con Wang et al. (2016) y

Cressman et al. (2010), quienes dicen que la diversidad microbiana de muestras cecales de
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animales criados en corrales con cama reutilizada fue significativamente mayor en
comparacion con la diversidad de aquellos criados con cama nueva.

Estas diferencias se observaron claramente en el analisis de escalamiento
multidimensional. La Figura 1.5 muestra no sélo la division en las condiciones
experimentales o comerciales (ET y CF) sino también las subdivisiones dentro de cada
grupo. ET comprende a dos disefios experimentales ligeramente diferentes (ET1y ET2) y
CF involucra dos sistemas alternativos de manejo productivo (CP y AE). Notablemente,
aunque dentro de CP encontramos muestras de diferentes granjas comerciales, todas ellas
se encuentran agrupadas, significativamente separadas de las AE.

A pesar de estas diferencias encontradas en las muestras argentinas, describimos un
core taxondmico microbiano. La identificacion de un ndcleo taxonomico entre las aves de
corral argentinas podria ser util para evaluar la dinamica de la microbiota de una manera
mas precisa a nivel regional. Las cuatro OTUs compartidas mas abundantes fueron
g_Bacteroides, f Rikenellaceae, o Clostridiales y f Ruminococcacea, siendo estos
miembros tipicos del TGI de pollos.

El ciego alberga una comunidad bacteriana que permite la fermentacion anaerdbica
de celulosa y otros sustratos (Diaz Carrasco et al., 2018). Muchos de los miembros de esta
comunidad pertenecen al filo Bacteroidetes. Entre los Bacteroidetes, Bacteroides fue el
género mas abundante en el core argentino. Este género es capaz de realizar una
degradacion eficiente de polisacaridos y producir acidos grasos volatiles de cadena corta
(Saxena et al., 2016).

La familia Rikenellaceae, por su parte, suele utilizarse como un indicador de buena

salud gastrointestinal. Los miembros de esta familia parecen estar especializados en el
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tracto digestivo de varios animales diferentes y han sido identificados tanto en muestras
fecales como del TGI (Graf, 2014).

Dentro del filo Firmicutes, la clase Clostridia es conocida por dominar la microbiota
del ileon y ciego de pollos sanos (Mohd Shaufi et al., 2015). Rinttila y Apajalahti (2013)
sugieren que la mayoria de los miembros de la clase Clostridia no son patégenos,
abarcando muchas bacterias benéficas con capacidad de degradar celulosa y almidon. De
acuerdo con nuestros resultados, en el core de muestras argentinas, el orden Clostridiales
fue el mas abundante del filo Firmicutes. Perteneciente a la clase Clostridia, las familias
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae fueron las mas abundantes, resultados similares a los
descriptos por Oakley et al. (2014) y Neumann y Suen (2015) para los ciegos de pollo de

engorde.

5 Conclusion

Los resultados del presente estudio lograron reforzar el papel de la locacion geogréafica
como un factor modulador de la comunidad microbiana presente en el tracto
gastrointestinal de pollo.

A pesar de las limitaciones inherentes a este tipo de meta-analisis, principalmente
debido a posibles sesgos metodologicos, los resultados permiten observar una imagen
global de la diversidad. Aqui se presentd un analisis realizado con un enfoque conservador,
donde se utilizaron para el armado de las OTUs diferentes métodos tanto de referencia
cerrada como abierta, debido a las diferentes regiones del gen ARNr 16S involucradas. El

enfoque cerrado permite limitar la posibilidad de que el ruido de la secuenciacion interfiera
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con los resultados, a costa de quizés descartar lecturas reales y novedosas, y aun utilizando
este enfoque se obtuvieron resultados similares. Igualmente, deberian incluirse un mayor
namero de sets de datos en andlisis futuros, para validar los resultados aqui obtenidos y
lograr respaldar las similitudes encontradas en la composicion de las comunidades de cada
uno de los paises evaluados (o0 al menos, en paises de latitudes similares).

Por otro lado, este estudio es el primero que describe la microbiota local argentina,
tanto para granjas experimentales como comerciales. Esta informacion podria ser de
utilidad al considerarse como la primera aproximacion de referencia al momento de probar
aditivos dietarios moduladores de la microbiota del TGI en contextos especificos, ya sea
para mejorar la salud de los animales o la produccion avicola en general. Sin embargo, se
requieren mas investigaciones para lograr una mejor vinculacion de las condiciones
ambientales con parametros de modulacion de la microbiota y lograr desarrollar estrategias

novedosas para mejorar los rendimientos.
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L_os promotores de crecimiento como
factores de modulacion del ambiente

productivo

Croyez ceux qui cherchent la vérité, doutez de ceux qui la trouvent
André Gide

1869-1951, Francia
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1 Introduccion

1.1 Microbiota intestinal y produccién aviar.

La utilizacion del estudio de la microbiota en la produccion aviar ha ganado terreno en los
ultimos afios, sobre todo dadas las nuevas tendencias alimenticias y la conciencia ambiental
creciente a nivel global, que comienzan a demandar producciones con menos impacto y
més saludables. Estas nuevas exigencias de los mercados trae consigo la necesidad de
desarrollar nuevas tecnologias y practicas de manejo para poder mantener los niveles
productivos y cumplir con dichas demandas de sustentabilidad de la actividad.

Uno de los principales cuestionamientos globales a la produccion animal es la
utilizacion de antimicrobianos como promotores de crecimiento. Los primeros registros de
antibidticos utilizados en produccion aviar se remontan a la década de 1940 (Moore et al.,
1946; Yang et al., 2019) y los mismos continuaron siendo administrados en dosis sub-
terapéuticas por mas de 80 afios, con el objetivo de mejorar la conversion alimenticia y
aumentar la ganancia de peso de los animales (Frost y Woolcock, 1991).

Si bien la forma en que éstos promueven el crecimiento no estd del todo
comprobada, el mecanismo mas aceptado es el de la modulacion de la microbiota intestinal,
produciendo modificaciones en las abundancias relativas de determinados grupos
bacterianos que tienen efectos beneficiosos para el hospedador (Allen et al., 2013). De esta
manera, aumentaria la disponibilidad de nutrientes y energia, y disminuiria la concentracion
de moléculas tdxicas, como el amoniaco o aminas en el intestino, lo que podria explicar el
efecto global de promocidn del crecimiento (Corpet, 2000).

El establecimiento de la microbiota intestinal de las aves comienza con la

incorporacion de bacterias del medio ambiente que colonizan el tracto digestivo, volviendo
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a la comunidad microbiana mas compleja a medida que el animal crece (Van Der Wielen et
al., 2002; Wei et al., 2013).

En los ambientes productivos juega un rol determinante la utilizacion de la cama de
pollo, que se ubica sobre el suelo de los galpones, cumpliendo como se dijo anteriormente,
la funcion de aislar a los animales del frio, protegerlos de golpes y absorber la humedad de
las deyecciones (lIrisarri, 2013). Los ciclos productivos tienen una duracion que no excede
los 45 dias desde que los pollitos ingresan al galpdn hasta que culmina su crecimiento,
lograndose a lo largo de un afio un total de entre cinco y seis ciclos productivos. A lo largo
del ciclo, la cama se modifica por la acumulacion de las excretas, restos de alimento y
plumas de los animales, aumentando su humedad, compactandose y disminuyendo su
funcionalidad. Al final de cada ciclo, se quita la capa superficial (descostrado) y se repone
con material nuevo, o pueden romperse las zonas apelmazadas mezclandose con las capas
inferiores; pero solo se cambia en forma completa una vez por afio.

Algunos estudios mostraron que la cama de pollo podria modular la comunidad
microbiana del intestino de las aves de corral, afectando su estructura y composicion
(Torok et al., 2009; Wang et al., 2016). Las bacterias intestinales provenientes de las
excretas funcionarian como indculo primario de la cama y la cama favoreceria la
colonizacién del tracto gastrointestinal de los nuevos pollitos que ingresan al galpén para
comenzar el siguiente ciclo (Cressman et al., 2010; Wang et al., 2016).

Nurmi y Rantala (1973) mostraron que la inoculacion oral de pollitos con
microbiota de pollos adultos sanos, disminuia la infeccién de los mismos frente a
Salmonella debido al principio de exclusién competitiva (EC). A partir de este
descubrimiento fueron muchos los trabajos realizados sobre la posibilidad de utilizar la EC

para el control de infecciones, no sélo de Salmonella (Lloyd et al., 1977; Pivnick y Nurmi,
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1982; Stern et al., 2001) sino también de otros patdégenos como Campylobacter jejuni
(Hakkinen y Schneitz, 1999; Stern et al., 2001) y Escherichia coli (Hakkinen y Schneitz,
1996; Stavric et al., 1992). Ademas, se ha visto que la EC disminuye la mortandad por
enteritis necrdtica y reduce los niveles de Clostridium perfringens, su principal agente
causal (Craven et al., 1999; Kaldhusdal et al., 2001). La obtencion de una microbiota
saludable, a través de la EC, puede disminuir la prevalencia de estas bacterias patdégenas y
el riesgo asociado al desarrollo de enfermedades (Wang et al., 2016).

En resumen, una de las funciones méas importante que cumple la microbiota del
tracto gastrointestinal es evitar la colonizacion de microorganismos invasores, entendiendo
este ambiente como una comunidad compleja con una gran variedad de interacciones entre
las bacterias y el hospedador (Rolfe, 1991).

En los altimos afios, el uso de antimicrobianos en medicina veterinaria esta siendo
fuertemente cuestionado y restringido, debido a la recurrente emergencia de cepas
bacterianas resistentes que podrian transferirse a humanos a través de residuos en los
productos alimenticios derivados de animales (Catry et al., 2015; Cheng et al., 2014; de
Jong et al., 2012; Nosanchuk et al., 2014). El uso no terapéutico de antimicrobianos
también se ha vinculado a la propagacion de resistencias multiples, incluyendo resistencia
cruzada contra drogas que nunca fueron utilizadas en agricultura (Marshall y Levy, 2011).

Debido a esta problematica, los paises miembros de la Union Europea prohibieron
en 2006 el uso de antibidticos como promotores del crecimiento en animales de produccion
y la U. S. Food and Drug Administration (FDA) anuncié medidas similares en EE.UU. en
2013. Ademas, la Unién Europea refuerza esta decision con una nueva legislacién que

regira a partir de 2022, donde prohibe la utilizacion de antimicrobianos con uso profilactico
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0 de promocion del crecimiento, agregando una clausula de reciprocidad para los paises a
los que les compra productos carnicos.

Por estos motivos, el uso de promotores de crecimiento alternativos, que
reemplacen a los antibidticos tradicionalmente utilizados, es fundamental para lograr el
control de las enfermedades animales (Allen et al., 2013), mantener los niveles de
produccion sin poner en peligro la salud pablica (Seal et al., 2013) y, ademas, para ampliar
las posibilidades de exportacion de productos de origen animal desde nuestro pais hacia el
mundo. Es aqui donde la secuenciacion masiva de amplicones tomo un rol fundamental
para evaluar los cambios que sufrian las comunidades microbianas frente al uso de aditivos

en la dieta.

1.2 Alternativas al uso de antibidticos

Existe una gran variedad de aditivos dietarios alternativos a los antibioticos, con presumible
efecto antimicrobiano y/o de promocién del crecimiento, que pueden utilizarse durante el
ciclo de crecimiento de las aves (Cheng et al., 2014; Seal et al., 2013). Entre ellos
encontramos a los prebidticos (ingredientes no digeribles con efecto selectivo sobre la
microbiota intestinal) (Pourabedin et al., 2015), probidticos (bacterias benéficas como
Lactobacillus o Bifidobacteria), &cidos organicos (que eliminan aquellas bacterias que son
sensibles a pH &cidos, ademéas de modificar el ambiente intestinal generando condiciones
menos favorables para ciertas bacterias patdgenas) (Dibner y Buttin, 2002; Nava et al.,
2009; Verstegen y Williams, 2002) y extractos de plantas (que proveen propiedades
benéficas derivadas de sus metabolitos secundarios tales como terpenoides, flavonoides,

taninos y alcaloides) (Huyghebaert et al., 2011; Lu et al., 2008).
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Los taninos son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, donde cumplen un rol protector (Diaz Carrasco et al., 2018). La adicion de taninos
en la dieta de animales de granja comenz0 a utilizarse para mejorar la nutricion y controlar
las enfermedades entéricas (Yang et al., 2015). Sin embargo, los efectos de los taninos en la
modulacion de la microbiota intestinal de pollos no estan aun claros, ya que los estudios
previamente realizados se basaron en observaciones in vitro o en métodos dependientes de
cultivo, que no proporcionan una descripcion precisa de la composicion y estructura de la

comunidad microbiana del TGI de las aves.

1.3 Hipotesis
El uso de taninos como aditivo alternativo al uso de antibioticos, promueve de manera
similar el crecimiento de las aves, por lo que producird cambios semejantes en la
composicién de la microbiota intestinal.
La modulacion de los aditivos sobre la microbiota cecal, se vera reflejada en la
microbiota presente en la cama de pollo.
Para poner a prueba esta hipotesis, analizamos muestras de ensayos experimentales
y de granjas comerciales, evaluando tanto ciegos como camas, al adicionar en la dieta dosis
subterapéuticas de antibidticos o aditivos alternativos para evaluar sus diferencias con el
objetivo de:
e Caracterizar la microbiota intestinal en respuesta al uso de taninos como
promotor de crecimiento, en ambientes experimentales y comerciales;
o Caracterizar la microbiota presente en la cama de pollo de ambientes

productivos, consecuencia de la adicion de taninos o antibidticos en la dieta.
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2 Materiales y Métodos

2.1 Ensayo 1: Ensayo bajo condiciones controladas.

Un total de 120 pollitos de la linea Cobb de 1 dia de vida, que no habian sido vacunados,
fueron obtenidos para realizar un ensayo de 30 dias de duracién en las instalaciones del
Centro de Investigaciones en Cientificas Veterinarias y Agronomicas (CICVyA-INTA).

Estos pollitos fueron divididos aleatoriamente en tres grupos (40 pollitos por grupo)
que correspondieron a los tres tratamientos dietarios evaluados: 1) CON: grupo control, al
cual no se le agregaron aditivos en la dieta; 2) BAC: dieta suplementada con una dosis sub-
terapéutica de bacitracina de zinc (1 g/Kg de alimento); 3) TAN: dieta suplementada con
una mezcla de taninos de castafio (Castaneda sativa) y quebracho (Schinopsis lorentzii) (1
g/Kg de alimento). El alimento base utilizado fue una mezcla inicial comercial (3200
Kcal/Kg; 20% proteina) a la cual se le adicion6 el suplemento correspondiente por
tratamiento.

Se separaron los tres grupos en corrales provistos con comederos y bebederos que
permitieron a las aves tener alimento y bebida ad libitum.

Se controlaron las condiciones ambientales con un sistema de ventilacion
automatizada que permitio manejar la temperatura para tener 32°C el dia 1, e ir
disminuyéndola gradualmente hasta llegar y mantenerse en 24°C a partir del dia 15. Se
contd, ademas, con un ciclo de iluminacion de 18 horas y se coloco sobre el piso de los
corrales, cama de pollo fresca compuesta de virutas de madera comerciales.

En los dias 12 (T1), 19 (T2), 26 (T3) y 30 (T4), se registro el peso de cada animal y

la cantidad de alimento consumido por cada grupo. A partir de estos datos, se calculd el

53



Capitulo 2

indice de conversion alimenticia (FCR), como la relacién entre el consumo de alimento
(Kg) vy el peso ganado (Kg) para cada grupo.

Este ensayo, que involucr6 el uso de animales, fue evaluado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del

CICVYA-INTA Castelar antes de su ejecucion.

2.1.1 Muestras de microbiota cecal del Ensayo 1

Los dias 12 (T1), 19 (T2), 26 (T3) y 30 (T4), cinco animales de cada grupo sufrieron
eutanasia por dislocacion cervical y se tomo el contenido de ambos ciegos de cada ave,
obteniéndose un total de 12 muestras. Inmediatamente las muestras fueron refrigeradas en

hielo para luego ser guardadas a -80°C hasta el momento de la extraccion de ADN.

2.2 Ensayo 2: Ensayo en Granja Comercial

Para la realizacion de este ensayo se contd con la colaboracion de una granja comercial
ubicada en la localidad de San Andrés de Giles, Buenos Aires, la cual brindé tanto sus
instalaciones como el manejo de los animales a cargo de su personal durante el ciclo de cria
de las aves.

En uno de sus galpones de produccion se armaron 9 corrales, donde se mantuvieron
90 aves (10 aves por corral) creciendo bajo las mismas condiciones de manejo que el resto
de las aves del galpén de la granja, con el objetivo de simular el ambiente productivo

(Figura 2.1).
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Figura 2.1. Ensayo en granja comercial. Distribucion de los nueve corrales (tres

corrales/tratamiento) ubicados en el galpdn comercial.

Al igual que en el ensayo experimental, las aves tuvieron acceso ad libitum a la
alimentacion y bebida, y los pollitos ingresaron al galpén luego de que se habia
acondicionado la cama de pollo.

Se replicaron los 3 tratamientos (3 corrales/tratamiento) realizados anteriormente,
respetando las dosis aplicadas: 1) CON: alimento sin aditivos; 2) BAC: alimento con una
dosis sub-terapéutica de bacitracina de zinc (1 g/Kg de alimento); y 3) TAN: alimento con

una dosis de una mezcla de taninos de castafio y quebracho (1 g/Kg de alimento).
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2.2.1 Muestras de microbiota cecal del Ensayo 2

A los 21 dias de vida, se realizaron muestreos tomando 5 animales por corral para realizar
pooles de los contenidos de ambos ciegos de las aves, obteniéndose 9 muestras finales (3
muestras/tratamiento). Previo a la eutanasia de los mismos, se registraron los pesos
individuales de cada ave.

Las muestras fueron inmediatamente refrigeradas en hielo para luego ser guardadas

a -80°C hasta el momento de la extraccion de ADN.

2.2.2 Muestras de microbiota de cama de pollo del Ensayo 2

A los 21 dias de vida de los animales, cuando se tomaron las muestras de contenido cecal,
se realizaron muestreos de las camas de pollo de los corrales. Para ello, cinco submuestras
de cada corral se tomaron de los primeros 10 cm de profundidad, con la intencion de lograr
captar la heterogeneidad espacial, y fueron homogeneizadas formando una unica muestra
obteniéndose, finalmente, 9 muestras de cama de pollo (3 muestras/tratamiento). Las
mismas fueron transportadas refrigeradas hasta el laboratorio donde se guardaron a -80°C

hasta el momento de la extraccién de ADN.

2.3 Ensayo 3: Muestreo de camas de pollo de granjas comerciales

Ademas de las muestras de cama de pollo tomadas del ensayo realizado en un galpon
comercial, se realizd un muestreo de camas de diferentes granjas comerciales. Un total de
46 muestras de cama de pollo fueron tomadas de 3 granjas comerciales, 25 de las mismas
provinieron de galpones que utilizaban usualmente aditivos dietarios antibi6ticos (ATB) y

21 de galpones que utilizaban taninos (TAN). No se lograron conseguir muestras del
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tratamiento control, es decir muestras sin aditivos dietarios, ya que los productores no
estuvieron dispuestos a correr el riesgo de pérdidas econémicas al no suplementar a las
aves. Por este motivo, se contd Unicamente con galpones suplementados con dosis
subterapéuticas de antibidticos (el tratamiento habitual que las granjas utilizaban) o con la
dosis recomendada de taninos (aplicados en galpones destinados a tal fin, donde nunca se
habian utilizado antibidticos como promotores de crecimiento).

Estas muestras de cama de pollo se tomaron de galpones que contaban, al menos,
con dos ciclos de cria consecutivos con suplementacion de polifenoles o antibioticos
respectivamente, a los 21 dias del ciclo de vida de los animales segun se muestra en la
Tabla 2.1.

Cada una de las muestras estuvo formada por cinco sub-muestras que fueron
tomadas de los primeros 10 cm de profundidad de la cama de los galpones. Todas las
muestras fueron transportadas refrigeradas hasta el laboratorio donde se guardaron a -80°C

hasta el momento de la extraccién de ADN.

2.4 Extraccion de ADN y secuenciacion

Para todas las muestras de ciegos, ya sea provenientes del ensayo experimental-INTA o de
granjas comerciales, el ADN gendémico fue extraido a partir de 300 mg de la mezcla de
contenidos cecales de cinco animales.

Para las muestras de cama de pollo se pesaron 5 g de cama por muestra en un tubo
Falcon de 50 mL al que se le agregaron 10 mL de agua destilada estéril y se vortexed la
mezcla durante 10 min. El material sobrenadante fue recuperado y se utilizaron 300 uL para

la extraccion de ADN.
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Tabla 2.1. Datos de muestreo de camas de pollo de galpones comerciales.

Muestras Productor  Tratamiento Muestras  Productor  Tratamiento
Z25 2 ATB S06 2 TAN
726 2 TAN S09 2 TAN
Z27 2 ATB S17 1 ATB
728 2 TAN S19 1 ATB
Z29 2 ATB S21 3 TAN
Z30 2 TAN S23 3 TAN
Z31 3 ATB S25 3 TAN
734 3 ATB S27 3 TAN
Z35 3 ATB S29 2 ATB
Z36 3 ATB S31 2 TAN
737 3 ATB S43 2 ATB
Z38 3 ATB S45 2 TAN
Z39 3 ATB S47 2 ATB
Z40 3 ATB S49 2 TAN
Z41 3 ATB S51 2 TAN
Z42 2 ATB S53 2 TAN
Z43 2 TAN S55 2 TAN
Z45 3 ATB S57 2 ATB
Z46 3 ATB S59 2 TAN
Z47 3 ATB S65 2 ATB
Z48 3 ATB S67 2 TAN
S02 2 ATB S79 2 TAN
S04 2 TAN S81 2 TAN

ATB: aditivos antibidticos; TAN: aditivos en base a taninos.

Todas las muestras fueron extraidas utilizando el kit comercial QlAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
concentracion de ADN vy su pureza fue evaluada en un espectrofotdémetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, DE, USA) y luego fue guardado a -20 °C hasta su

utilizacion.
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La region V3-V4 del gen ARN ribosomal 16S fue amplificada a partir del extracto
de ADN obtenido. Tanto la construccion de las bibliotecas como la secuenciaciéon fue
realizada en Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) usando la plataforma MiSeq de Illumina.
Las lecturas paired-end generadas de 300 pb fueron obtenidas utilizando los cebadores
universales  b341F  (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) 'y  Bakt805R  (5°-

GACTACHVGGGT ATCTAATCC-3’).

2.5 Analisis de la Comunidad Microbiana

Todas las lecturas (del ensayo experimental-INTA o de granjas comerciales) fueron
analizadas con el programa QIIME 2 (version 2019.10). El control de calidad y correccion
de errores fue realizado con el algoritmo Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2
(DADA?2) (Callahan et al., 2016). Este algoritmo utiliza un modelo paramétrico para
inferir, de las lecturas totales, aquellas que corresponden a secuencias biologicas
verdaderas, permitiendo la remocién de quimeras y de secuencias de baja calidad. Las
lecturas fueron luego de-replicadas y se infirieron las variantes de las secuencias de
amplicones (ASVs por sus siglas en inglés).

Las secuencias representativas de estas ASVs se clasificaron usando un clasificador
naive Bayes previamente entrenado con la regién V3-V4 de la base de datos SILVA con
99% de similitud en su version 128.

Para evaluar si existieron diferencias estadisticamente significativas en las
abundancias relativas de los taxa entre los tratamientos, se realizd un ANalisis de
COmposicion de Microbiomas (ANCOM) a diferentes niveles taxondmicos (Mandal et al.,

2015). La significancia fue expresada a través de la distribucién empirica de W para el
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andlisis de los diferentes grupos y el resultado fue graficado en un diagrama de volcan.
Adicionalmente, se complementd este andlisis realizando un andlisis de varianza -ANOVA-
con correccion de Bonferroni utilizando el programa Statistical Analysis of Metagenomic
Profiles (STAMP) (Parks et al., 2014).

Las secuencias representativas de las ASVs fueron alineadas utilizando mafft
(Katoh et al., 2002) y se realiz6 un arbol filogenético mediante fasttree (Price et al., 2010).

Se estimaron parametros de alfa y beta diversidad (ASVs observadas, Faith PD,
indice de diversidad de Shannon y equitatividad de Pielou para alfa; y Unifrac ponderado y
no ponderado (Lozupone y Knight, 2005) para beta) luego de que las muestras sufrieron
una rarefaccion a la maxima profundidad para la cual todas las muestras se veian
representadas.

Los andlisis estadisticos para alfa diversidad y las matrices de distancia de los
parametros de beta diversidad fueron realizados en QIIME2. Se graficaron los indices de
diversidad alfa en boxplots y se utilizaron andlisis de Kruskal-Wallis para estimar la
diferencia entre todos los grupos, de a pares.

Por su parte, se graficaron los resultados de los andlisis de coordenadas principales
(PCoA) a partir de las matrices de distancia de los indices de diversidad beta para buscar
diferencias entre grupos. Para ello se realizaron andlisis permutacionales multivariados de

varianza (PERMANOVA), con 999 permutaciones.
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3 Resultados

3.1 Ensayo 1: Ensayo bajo condiciones controladas.

A nivel filo, la microbiota cecal fue dominada por Firmicutes (CON: 65,52%, BAC:
57,49% y TAN: 67,4%) y Bacteroidetes (CON: 29,18%, BAC: 36,66% y TAN: 27,51%),
seguidos por Proteobacteria (CON: 3,7%, BAC: 4,85% y TAN: 2,69%) y muy bajos niveles
de Actinobacteria (CON: 1,29%, BAC: 0,49% y TAN: 1,75%). Existieron ademas, dos
filos que mostraron valores menores al 1%: Deferribacteres (CON: 0,31%, BAC: 0,5% y
TAN: 0,58%) y Tenericutes (solo presente en el grupo TAN: 0,07%) que fueron

encontrados s6lo en determinadas muestras (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Graficos de composicion de las comunidades microbianas a nivel filo de ciegos del
ensayo 1. BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta con aditivo de
taninos. T1: 12 dias, T2: 19 dias, T3: 26 dias, T4: 30 dias.

La relacion Firmicutes/Bacteroidetes mostro variaciones a lo largo del tiempo para
todos los tratamientos (Figura 2.3). A lo largo del ensayo, los Firmicutes fueron

significativamente mas abundantes en los tratamientos CON y TAN respecto al tratamiento
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BAC; mientras que los Bacteroidetes mostraron un patron contrario, con valores superiores
para el grupo BAC.

Al inicio del ensayo (dia 12 - T1) se observaron valores superiores de Firmicutes
para el grupo CON respecto del grupo TAN y dicha relacion se modifica a partir de los 19

dias (T2) y hasta fin del ensayo.

45

-&-BAC
—4—CON
- TAN

Relacién Firmicutes/Bacteroidetes

T1 T2 T3 T4

Tiempo

Figura 2.3. Relacion Firmicutes/Bacteroidetes a lo largo del tiempo para los tres tratamientos
evaluados en ciegos de animales del ensayo 1. BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta
control, TAN: dieta con aditivo de taninos. T1; 12 dias, T2: 19 dias, T3: 26 dias, T4: 30 dias.

Diferentes grupos bacterianos fueron afectados por la adicion de taninos o
bacitracina a la dieta a lo largo del ciclo de cria de los animales. La disminucion del género
Bacteroides en el grupo tratado con TAN fue compensada por un incremento en la familia
Rickenellaceae perteneciente al filo Bacteroidetes. Ademas, se observa un incremento en la
familia Ruminococcace, perteneciente al filo Firmicutes, a los dias 26 (T3) y 30 (T4).

Una de las principales diferencias que se observo en el tratamiento con BAC fue

que no se produjo una disminucion significativa del género Bacteroides respecto del CON,
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como si sucede con los TAN, e incluso, al final del tratamiento produjo un aumento del 5%

respecto del grupo control.

A los 12 dias (T1), el tratamiento BAC impacté en un grupo de bacterias que

incluyé el género Mucispirillum (perteneciente al filo Deferribacteres),

la familia

Ruminococcacea (perteneciente al filo Firmicutes) y los géneros Bifidobacterium y

Olsenella (pertenecientes al filo Actinobacteria). El género Ruminococcus mostro, ademas,

una disminucion constante a lo largo de todo el ensayo, comparado con los valores de

abundancias relativas que mostro el grupo TAN (Figura 2.4y 2.5).
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Figura 2.4. Graficos de composicion de las comunidades microbianas a nivel familia de ciegos

de animales del ensayo 1. BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta

con aditivo de taninos. T1: 12 dias, T2: 19 dias, T3: 26 dias, T4: 30 dias.
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Figura 2.5. Gréaficos de composicion de las comunidades microbianas a nivel género de ciegos

de animales del ensayo 1. BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta

con aditivo de taninos. T1: 12 dias, T2: 19 dias, T3: 26 dias, T4: 30 dias.

La diversidad de las muestras (alfa diversidad) fue evaluada a través del nimero de

ASVs observadas, Faith PD, indice de diversidad de Shannon y equitatividad de Pielou

(Tabla 2.2 y Figura 2.6). En el Apéndice 2.1 se observan las curvas de rarefaccion de las

ASVs observadas e indice de Shannon. Las mismas permiten visualizar que todas las

muestras llegaron al plateau, determinando que la profundidad de secuenciacion fue

suficiente para cubrir la diversidad bacteriana presente en las muestras de contenido cecal.
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Figura 2.6. Indice de alfa diversidad (ASVs observadas e indice de Shannon), obtenidos de
ciegos de animales del ensayo 1. Cada curva representa un tratamiento evaluado a lo largo del

ciclo. BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta con aditivo de taninos.

Tabla 2.2. indice de diversidad alfa para las muestras correspondientes a los tres tratamientos

y los cuatro tiempos de muestreo evaluados en el ensayo 1.

Muestra  ASVs Observadas  Faith PD Indice de Shannon Equitatividad de Pielou

CONT1 120 7,31 6,59 0,96
CON T2 136 7,95 6,80 0,96
CON T3 87 5,82 6,18 0,96
CON T4 130 7,79 6,77 0,96
BACT1 86 5,77 6,13 0,95
BAC T2 142 8,19 6,83 0,96
BAC T3 124 6,34 6,69 0,96
BAC T4 104 7,00 6,51 0,97
TANT1 110 7,038 6,30 0,93
TAN T2 139 8,86 6,58 0,92
TAN T3 132 1,27 6,62 0,94
TAN T4 147 8,93 6,95 0,97

BAC: dieta con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta con aditivo de taninos. T1:
12 dias, T2: 19 dias, T3: 26 dias, T4: 30 dias.
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Los estimadores de diversidad alfa mostraron variacion a lo largo del tiempo para
todos los tratamientos. Al inicio del ensayo pudo observarse una disminucion tanto en el
namero de ASVs como en el indice de Shannon para los tratamientos de BAC y TAN,
comparados con el grupo CON. Los animales tratados con TAN lograron revertir esta
situacion, observandose un aumento progresivo a lo largo del tiempo. Por el contrario, las
muestras tratadas con BAC, si bien mostraron una recuperacion a los 19 dias (T2),
posteriormente sufrieron una disminucion sostenida. Al final del tratamiento (dia 30 - T4),
las aves suplementadas con taninos mantuvieron elevados los niveles de ASVs e indice de
Shannon, mientras que la riqueza y diversidad para el tratamiento suplementado con
bacitracina mostré valores menores a los del control.

Un analisis de coordenadas principales (PCoA), basado en las distancias UniFrac
ponderadas y no ponderadas, fue realizado para determinar si existia algin agrupamiento
entre las muestras (Figura 2.7). Si bien en el PCoA se observa un ordenamiento diferencial
para las muestras tratada con TAN, el analisis dc PERMANOVA no permitié detectar
diferencias significativas entre los tratamientos, tanto para las distancias ponderadas como

no ponderadas (p = 0,061y p =0,073).
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Figura 2.7. PCoA basado en las distancias UniFrac ponderadas (a) y no ponderadas (b) de las
muestras de ciego provenientes del ensayo 1. Cada color representa un tratamiento: BAC: dieta

con aditivo de bacitracina, CON: dieta control, TAN: dieta con aditivo de taninos.

Los resultados del crecimiento de las aves en el ensayo experimental se muestran en
la Tabla 2.3. EIl promedio del peso de los animales no mostro diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.

Tabla 2.3: Pardmetros de crecimiento de animales en los diferentes grupos del ensayo 1. Se

expresan el peso promedio (n=5) + desvio estandar para cada tiempo evaluado, por tratamiento.

Parametro CON BAC TAN
Peso (g)
Dia 12 337+28 348+27 323+43
Dia 19 777468 821+77 768+106
Dia 26 1444+122 1481+153 1452+224
Dia 30 18144222 1905+232 1798+310
FCR 1,83 1,92 1,99

CON: dieta control, BAC: dieta con aditivo de bacitracina, TAN: dieta con aditivo de taninos.

FCR: indice de conversion alimenticio.
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3.2 Ensayo 2: Ensayo en Granja Comercial

El andlisis de la beta diversidad de las comunidades microbianas evaluadas, mostro
una clara diferencia en la composicion de los dos tipos de muestras (ciegos y camas). A
continuacion se adjuntan los PCoA de las distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas
(Figura 2.8), asi como las diferencias entre tipos de muestras evaluadas estadisticamente
con un analisis PERMANOVA (distancias UniFrac ponderadas: pseudo-F = 86,97, p =

0,001, distancias UniFrac no ponderadas: pseudo-F = 17,94, p = 0,001).
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Figura 2.8. PCoA de las distancias UniFrac ponderadas (a) y no ponderadas (b) entre

muestras de ciego y cama provenientes del ensayo 2.

Estas diferencias se vieron plasmadas en la composicion de las comunidades
bacterianas, cuando se evalué la misma a diferentes niveles (Figura 2.9). El analisis
ANCOM mostré diferencias estadisticamente significativas para los filos Actinobacteria,
Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus, Proteobacterias y Tenericutes (Figura 2.10); y en las
clases Actinobacteria, Bacteroidetes Incertae Sedis, Bacteroidia, Shingobacteriia,

Deinococci, Bacilli, Clostridia, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria y Mollicutes.
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Figura 2.9. Composicion de las comunidades de bacterias a nivel filo (a) y familia (b) de las
muestras provenientes del ensayo 2. A: tratamiento control, B: Tratamiento con Bacitracina, C:

Tratamiento con Taninos. 1, 2 'y 3 representan las réplicas correspondientes a cada tratamiento.
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Figura 2.10. Diferencias a nivel de filo encontradas entre los dos tipos de muestras evaluadas
en el ensayo 2 (cama y ciegos). Se muestran el diagrama de volcan del analisis ANCOM asi como
los resultados obtenidos en STAMP al comparar la composicidon de los fila bacterianos presentes en

muestras de cama y ciego de pollos.

Al comparar las familias presentes en todas las muestras analizadas (9 muestras de
cama de pollo y 9 muestras de ciegos), se encontraron 4 ASVs que conformaban el core
taxonomico de las mismas. Estas ASV fueron clasificadas como las familias
Bacteroidaceae, Flavobacteriaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae.

En relacion a las muestras de cama, se encontraron 29 familias que estuvieron
presentes en este tipo de muestras y en ninguna, o sélo en algunas, muestras de ciego:
Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae,
Dermabacteraceae, Micrococcaceae, Familia del orden Micrococcales no clasificada,
Nocardiopsaceae, Familia no clasificada del Orden Ill de Bacteroidetes Incertae Sedis,
Chitinophagaceae, Sphingobacteriaceae, Trueperaceae, Bacillaceae, Planococcaceae,
Staphylococcaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Streptococcaceae, Eubacteriaceae, Familia XI del orden Clostridiales, Alcaligenaceae,
Familia del Orden Bradymonadales no clasificada, Alcanivoracaceae, Halomonadaceae,

Pseudomonadaceae y Xanthomonadaceae.
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Por su parte, las muestras de ciegos mostraron 9 familias que aparecieron sélo en
estas muestras, o también presentes sélo en algunas muestras de cama, siendo éstas las
familias: Porphyromonadaceae, Rikenellaceae, Christensenellaceae, Clostridiales vadin
BB60 group, Familia XIII del orden Clostridiales, Peptococcaceae, Erysipelotrichaceae y

dos familias no clasificadas del Orden Mollicutes RF9 (Figura 2.11).
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Figura 2.11. ASVs presentes y compartidas entre muestras analizadas de cama y ciegos

o

M ASVs Cama M Core ASVs B ASVs Ciegos

ASVs per sample

provenientes del ensayo 2. CON: tratamiento control, BAC: tratamiento con suplementacion de
Bacitracina, TAN: tratamiento con suplementacion de Taninos. 1, 2 y 3 representan las tres réplicas

realizadas por tratamiento.
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Dadas estas diferencias en las estructuras de las comunidades bacterianas de cama y
de ciegos, se decidio evaluar cada uno de los tipos de muestras por separado, para analizar

la modulacion que las mismas sufrian debido a los tratamientos dietarios.

3.2.1 Caracterizacion de ciegos

A nivel filo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en tres filos al
comparar la composicion de las comunidades microbianas en ciegos: Firmicutes,
Bacteroidetes y Tenericutes. Los tratamientos CON y TAN fueron dominados por
Firmicutes (CON: 52,08% y TAN: 54,06%) seguidos por Bacteroidetes (CON: 45,44% y
TAN: 45,16%), mientras que el tratamiento con BAC mostro el patron inverso (Firmicutes:
38,52% y Bacteroidetes: 60,18%). Ademas se encontraron Tenericutes en baja proporcion
(CON: 1,68%, BAC: 0,89% y TAN: 0,62%) y menores aun de Proteobacterias (CON:

0,72%, BAC: 0,32% y TAN: 0,06%) (Figura 2.12).

100%
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Figura 2.12. Grafico de composicion de las comunidades microbianas de ciegos a nivel filo del
ensayo 2. CON: tratamiento control, BAC: tratamiento con suplementacion de Bacitracina, TAN:

tratamiento con suplementacion de Taninos. 1, 2 y 3 representan las tres réplicas realizadas por
tratamiento.
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Diferentes grupos bacterianos fueron afectados por la adicion de taninos o
bacitracina a la dieta. En el tratamiento con BAC, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el filo Bacteroidetes, debido a aumentos en la clase
Bacteroidia (CON: 44,67%, BAC: 59,38% y TAN: 44,77%); mientras que la disminucion
en el filo Firmicutes se vio reflejada principalmente en la clase Clostridia (CON: 47,66%,
BAC: 38,16% y TAN: 53,47%). Patrones inversos se vieron en los tratamientos CON y
TAN. Se observaron ademéas diferencias estadisticamente significativas en la clase
Mollicutes (CON: 1,68%, BAC: 0,89% y TAN: 0,62%).

Las principales familias que se vieron modificadas entre los tratamientos fueron:
Porphyromonadaceae y Rickenellaceae pertenecientes al filo Bacteroidetes, y
Lactobacillaceae, Lachnospiraceae y Ruminoccocaceae del filo Firmicutes. Dentro del filo
Bacteroidetes, las familias Porphyromonadaceae y Rickenellaceae mostraron patrones
inversos, con valores que disminuyen en el tratamiento de BAC para la familia
Porphyromonadaceae (CON: 18,69%, BAC: 12,42% y TAN: 20,16%) y aumentan casi al
doble, en el mismo tratamiento en el caso de la familia Rickenellaceae (CON: 23,65%,
BAC: 44,32% y TAN: 22,12%).

Por su parte, las familias pertenecientes al filo Firmicutes mostraron patrones
diferenciales para cada familia. Lactobacillaceae mostré6 una disminucion en ambos
tratamientos suplementados (CON: 3,42%, BAC: 0,18% y TAN: 0,01%), Lachnospiraceae
disminuyd en el tratamiento suplementado con bacitracina (CON: 9,04%, BAC: 3,8% y
TAN: 10,75%), mientras que Ruminococcaceae mostrd una disminucion en el tratamiento
tratado con BAC y un aumento en el suplementado con TAN (CON: 35,32%, BAC:

31,72% y TAN: 40,67%) (Figura 2.13-a).
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Los principales géneros que se vieron modificados por la adicién de aditivos en la
dieta fueron Barnesiella, Alistipes y un género no clasificado de la familia
Porphyromonadaceae, todos pertenecientes al filo Bacteroidetes; y los géneros
Lactobacillus, Lachnostridium, Faecalibacterium, un género no clasificado de la familia
Lachnospiraceae y otro no clasificado de la familia Clostridiales, todos pertenecientes al
filo Firmicutes.

Para los géneros del filo Bacteroidetes, se observo una disminucion en la proporcion
de Barnesiella para el grupo de aves alimentadas con un suplemento de bacitracina (CON:
16,86%, BAC: 10,26% y TAN: 19,23%) que fue compensada por un aumento en las
abundancias relativas de Alistipes (CON: 23,21%, BAC: 44,11% y TAN: 21,98%). Por su
parte, el tratamiento con TAN mostré una disminucion en un género no clasificado de la
familia Porphyromonadaceae (CON: 1,26%, BAC: 1,38% y TAN: 0,27%) (Figura 2.13-b).

Para los generos del filo Firmicutes se observo una disminucion para el tratamiento
suplementado con BAC en las abundancias relativas de Lachnoclostridum (CON: 0,58%,
BAC: 0,16% y TAN: 0,43%) y de un géneros no clasificado de la familia Lachnospiraceae
(CON: 6,66%, BAC: 2,94% y TAN: 9,37%). Por su parte, el tratamiento con TAN mostro
una disminucion en el contenido de un género no clasificado perteneciente a la familia
Clostridiales (CON: 1,52%, BAC: 1,03% y TAN: 0,64%). Ademas, ambos tratamientos
mostraron patrones diferentes al tratamiento control en los taxa Lactobacillus (CON:
3,42%, BAC: 0,18% y TAN: 0,01%) y Faecalibacterium (CON: 8,99%, BAC: 10,03% y
TAN: 21,09%), con disminuciones 0 aumentos de estos géneros respectivamente (Figura

2.13-h).
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Figura 2.13. Graficos de composicion de las comunidades microbianas de ciegos a nivel a)

familia y b) género del ensayo 2. CON: tratamiento control, BAC: tratamiento con Bacitracina,

TAN: Tratamiento con Taninos. 1, 2 y 3 representan las réplicas correspondientes a cada

tratamiento
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La diversidad de las muestras (alfa diversidad) fue evaluada a través del nimero de
ASVs observadas, indice de Pielou, Faith-PD e indice de Shannon. Los resultados pueden
observarse en la Tabla 2.4. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos.

Tabla 2.4. Valores de diversidad alfa evaluada en ciegos para los distintos tratamientos
dietarios del ensayo 2.

CON BAC TAN
indice de Pielou 0,71+0,1 0,59+0,03 0,64+0,07
Faith-PD 19,56+3,45 20,15+0,91 17,27+2,72
ASVs observados 323,67+74,33 320,33+21,59 259+71,58
indice de Shannon 5,9+0,98 4,92+0,3 5,10+0,65

Los valores representados corresponden a la mediatDE de las tres réplicas por tratamiento. CON:

tratamiento control, BAC: tratamiento con Bacitracina, TAN: tratamiento con Taninos.

Se analizaron, ademas, las curvas de rarefaccion de las ASVs observadas e indice de
Shannon (Apéndice 2.2). Las mismas permiten visualizar que todas las muestras llegaron al
plateau, determinando que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para cubrir la

diversidad bacteriana presente en las muestras de contenido cecal.

Un anélisis de coordenadas principales (PCoA), basado en las distancias UniFrac
ponderadas y no ponderadas, fue realizado para determinar si existia algin ordenamiento
entre las muestras, en funcién de los aditivos dietarios (Figura 2.14). EI PCoA revel6 una
diferencia en la composicién de la microbiota tratada con TAN, indicando una modulacion

diferencial para este tratamiento. Asi mismo, el andlisis de PERMANOVA permitio
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detectar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos sélo para las

distancias ponderadas (p = 0,018) y no asi para las no ponderadas (p = 0,218).
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Figura 2.14. PCoA basado en las distancias UniFrac ponderadas (a) y no ponderadas (b) de
ciegos provenientes del ensayo 2. Cada color representa un tratamiento: CON: tratamiento control,

BAC: tratamiento con Bacitracina, TAN: tratamiento con Taninos.

Los resultados relacionados con el crecimiento de las aves del presente ensayo
realizado en granja comercial se muestran en la Tabla 2.5 y Apéndice 2.3. El promedio del
peso de los animales no mostro diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos.

Tabla 2.5. Pardmetros de crecimiento de animales en los diferentes grupos del ensayo 2.

Parametro CON BAC TAN
Peso (g)
Corral 1 580+157 693+62 703+97
Corral 2 959+517 698+87 722+114
Corral 3 686+114 711+64 712+62

Se muestra el valor de la media (n=5) + DS de los pesos de los cinco animales por corral utilizados
para armar el pool de muestras de cada tratamiento. CON: tratamiento control, BAC: tratamiento

con Bacitracina, TAN: tratamiento con Taninos.
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3.2.2 Caracterizacion de cama de pollo

A nivel filo, la microbiota de la cama mostr6 un patron diferencial respecto de los ciegos,
aunque no lograron observarse claras diferencias entre los tratamiento evaluados (BAC,
CONy TAN).

Las comunidades microbianas estuvieron dominadas por los filos Firmicutes (CON:
46,72%, BAC: 57,46% y TAN: 48,49%), sequido por Proteobacteria (CON: 24,70%, BAC:
17,84% y TAN: 21,88%), Actinobacteria (CON: 16,39%, BAC: 16,89% y TAN: 17,41%) y
Bacteroidetes (CON: 11,72%, BAC: 6,97% y TAN: 11,38%) (Figura 2.15).

Diferentes grupos bacterianos fueron afectados por la adicion de taninos o
bacitracina a la dieta, aunque los mismos no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. En el tratamiento con BAC, las principales diferencias en el filo
Bacteroidetes fueron debidas a disminuciones en las clases Flavobacteriia (CON: 5,73%,
BAC: 3,04% y TAN: 6,94%) y Sphingobacteriia (CON: 2,2%, BAC: 0,99% y TAN:
2,41%). Por su parte, la clase Bacteroidia mostré disminuciones en ambos tratamientos

complementados comparados con el control (CON: 3,18%, BAC: 0,91% y TAN: 0,8%).
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Figura 2.15. Grafico de composicion de las comunidades microbianas de camas del ensayo 2 a
nivel filo. Se muestra la estructura de la comunidad bacteriana para las tres réplicas de los

diferentes tratamientos: CON: control, BAC: bacitracina, TAN: taninos.

Dentro del filo Firmicutes, las principales diferencias estuvieron dadas por
modificaciones en las clases Bacilli y Clostridia, mostrando aumentos en ambos
tratamientos para Bacilli (CON: 37,61%, BAC: 49,23% y TAN: 43,82%) y disminuciones
para Clostridia (CON: 8,88%, BAC: 7,94% y TAN: 4,3%).

Entre las proteobacterias, la principal diferencia se observo en el tratamiento con
BAC que disminuyé la abundancia relativa de las Gammaproteobacterias (CON: 17,19%,
BAC: 13,38% y TAN: 16,55%).

Las principales familias que se vieron afectadas entre los tratamientos fueron
Corynebacteriaceae y Dermabacteraceae para el filo Actinobacteria; Flavobacteriaceae y
Sphingobacteriaceae para el filo Bacteroidetes; Bacillaceae, Staphylococcaceae,

Carnobacteriaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae y un miembro de la familia XI del
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filo Firmicutes; y Alcaligenaceae, Halomonadaceae, Pseudomonadaceae vy
Xanthomonadaceae para el filo Proteobacteria.

En las familias del filo Actinobacteria se observd, para ambos tratamientos con
aditivos, una disminucion en la familia Corynebacteraceae y un aumento en la familia
Dermabactereaceae (CON: 12,19% y 0,72%, BAC: 9,83% y 1,86% y TAN: 9,34% y 1,55%
respectivamente).

En las familias del filo Bacteroidetes se observd una disminucion para el
tratamiento con BAC (CON: 5,71% y 1,82%, BAC: 3,04% y 0,82% y TAN: 6,94% y
1,91% para Flavobactereaceae y Sphingobacteriaceaea respectivamente).

En las familias del filo Firmicutes se observo un aumento importante en ambos
tratamientos suplementados para la familia Bacillaceae (CON: 19,17%, BAC: 32,91% y
TAN: 31,23%). Otras familias de este filo vieron disminuidas sus abundancias relativas en
estos tratamientos como ser, Stahpylococcaceae que disminuy0 para las muestras con TAN
(CON: 6,58%, BAC: 6,30% y TAN: 3,88%), Carnobacteriaceae con disminuciones en
ambos tratamientos (CON: 7,32%, BAC: 5,16% y TAN: 3,86%) y Clostridiales Familia XI
con disminuciones en ambos (CON: 7,88%, BAC: 2,83% y TAN: 3,5%). Por su parte dos
familias mostraron aumentos sélo en el tratamiento con BAC (Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae con abundancias de CON: 0,27% y 0,37%, BAC: 1,76% y 2,57%; vy
TAN: 0,29% y 0,24% respectivamente) (Figura 2.16-a).

Pertenecientes al filo Bacteroidetes, los principales géneros que se vieron
modificados por los tratamientos fueron Bacteroides (CON: 1,89%, BAC: 0,12% y TAN:
0,34%), Moheibacter (CON: 3,8%, BAC: 1,31% y TAN: 3,7%) y Ulvibacter (CON:
1,82%, BAC: 1,52% y TAN: 3,18%). Por su parte, dentro del filo Firmicutes, los

principales géneros afectados fueron Oceanobacillus (CON: 0,78%, BAC: 2,01% y TAN:
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1,79%), Pseudogracilibacillus (CON: 10,76%, BAC: 14,99% y TAN: 15,39%),
Nosocomiicoccus (CON: 5,33%, BAC: 5,13% y TAN: 2,83%), Alloiococcus (CON: 2,36%,
BAC: 1,45% y TAN: 0,98%), Atopostipes (CON: 4,69%, BAC: 3,45% y TAN: 2,68%),
Anaerococcus (CON: 4,72%, BAC: 1,17% y TAN: 1,35%) y Gallicola (CON: 1,77%,
BAC: 0,62% y TAN: 0,83%). Por altimo, dentro del filo Proteobacteria se observaron
diferencias en los géneros Paenalcaligenes (CON: 3,72%, BAC: 1,36% y TAN: 1,93%),
Halomonas (CON: 3,44%, BAC: 7,247% y TAN: 4,51%), Thiopseudomonas (CON:
4,69%, BAC: 0,73% y TAN: 2,63%) y Ignatzschineria (CON: 2,46%, BAC: 0,27% y TAN:

1,19%) (Figura 2.16-b).

La diversidad de las muestras (alfa diversidad) fue evaluada a través del nimero de
ASVs observadas, indice de Pielou, Faith-PD e indice de Shannon. Los resultados pueden
observarse en la Tabla 2.6. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos.

Tabla 2.6. Valores de diversidad alfa evaluada para las camas de los distintos tratamientos

dietarios utilizados en el ensayo 2.

CON BAC TAN
indice de Pielou 0,76+0,01 0,77+0,01 0,79+0,01
Faith-PD 22,89+0,71 22,3246,95 20,42+6,36
ASVs observados 318,33+£19,55 282,67+110,25 255,67+136,83
indice de Shannon 6,36+0,07 6,24+0,56 6,24+0,63

Los valores representados corresponden a la mediaxzDE de las tres réplicas por tratamiento. CON:

tratamiento control, BAC: tratamiento con Bacitracina, TAN: tratamiento con Taninos.
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Figura 2.16. Gréficos de composicion de las comunidades microbianas de camas del ensayo 2
evaluadas a nivel a) familia y b) género. Se muestra la estructura de las comunidades para las tres

réplicas por tratamiento: CON: control, BAC: bacitracina, TAN: taninos.
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Se analizaron, ademas, las curvas de rarefaccion de las ASVs observadas e indice de
Shannon (Apéndice 2.4). Las mismas permiten visualizar que todas las muestras Ilegaron al
plateau, determinando que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para cubrir la

diversidad bacteriana presente en las muestras de cama.

Un analisis de coordenadas principales (PCoA), basado en las distancias UniFrac
ponderadas y no ponderadas, fue realizado para determinar si existia algun agrupamiento
entre las muestras en funcion de los aditivos dietarios (Figura 2.17). EI PCoA no revel6 una
diferencia en la composicion de la microbiota tratada con diferentes aditivos. Asi mismo, el
analisis de PERMANOVA no mostro diferencias estadisticamente significativas en las
distancias UniFrac ponderadas (p = 0,49) y no ponderadas (p = 0,52), entre los

tratamientos.
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Figura 2.17. PCoA basado en las distancias UniFrac ponderadas (a) y no ponderadas (b) de
las muestras de cama del ensayo 2. Cada color representa un tratamiento. CON: tratamiento

control, BAC: tratamiento con Bacitracina, TAN: tratamiento con Taninos.
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3.3 Ensayo 3: Muestreo de camas de pollo en granjas comerciales

A nivel filo, la microbiota de las camas mostré un patron semejante al observado en las
camas del ensayo en granja, encontrandose que las comunidades estaban dominadas por los
filos Firmicutes (ATB: 38,90% y TAN: 43,28%), Bacteroidetes (ATB: 28,50% y TAN:
20,97%), Proteobacteria (ATB: 22,14% y TAN: 18,79%) y Actinobacteria (ATB: 8,06% y
TAN: 14,13%) (Figura 2.18). A pesar de estas diferencias, el filo Bacteroidetes fue el Gnico
que mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Las principales diferencias en el filo Actinobacteria se manifestaron en la clase
Actinobacteria (ATB: 7,84% y TAN: 13,72%). En el filo Bacteroidetes se observaron
cambios en las clases Bacteroidia (ATB: 7,98% y TAN: 4,65%), Flavobacteriia (ATB:
6,68% y TAN: 4,45%) y Sphingobacteriia (ATB: 13,13% y TAN: 11,78). Por su parte el
filo Firmicutes mostré diferencias en las clases Bacilli (ATB: 25,83% y TAN: 32,85%),
Clostridia (ATB: 11,47% y TAN: 9,67%) y Negativicutes (ATB: 1,12% y TAN: 0,5%). Por
altimo, el filo Proteobacteria mostré diferencias en las clases Betaproteobacteria (ATB:
4,21% y TAN: 3,43%) y Gammaproteobacteria (ATB: 5,87% y TAN: 13,3%). A pesar de
estas observaciones, el analisis ANCOM solo detectdo diferencias estadisticamente

significativas en la clase Flavobacteriia (Tabla 2.7).
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Figura 2.18. Grafico de composicion de las comunidades microbianas de camas de granjas
comerciales a nivel filo. Cada barra representa una muestra. A la izquierda del gréafico se
encuentran agrupadas muestras correspondientes al tratamiento suplementado con antibidtico

(ATB) y a la derecha, aquellas suplementadas con taninos (TAN).

Si bien se observaron diferencias en las abundancias de las familias
Corynebactereaceae, Dietziaceae, Brevibacteriaceae, Dermabacteraceae, Micrococcaceae,
Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae, Rickenellaceae, Flavobacteriaceae, Bacillaceae,
Planococcaceae, Staphylococcaceae, la familia XI del orden Clostridiales, Alcaligenaceae,
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Xanthomonadaceae; la Unica que mostrd
diferencias estadisticamente significativas fue Xanthomonadaceae (BAC: 3,31% y TAN:

2,25) (Figura 2.19y Tabla 2.7).
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Figura 2.19. Grafico de composicion microbiana de camas de granjas comerciales evaluadas a

nivel familia. Cada barra representa una muestra individual. Las muestras agrupadas del lado

izquierdo del gréfico, corresponden a aquellas con suplementacion antibidtica (ATB). Las muestras

agrupadas del lado derecho, corresponden a aquellas suplementadas con taninos (TAN).

A nivel género so6lo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el

género Moheibacter (BAC: 1,29% y TAN: 0,21%) perteneciente a la familia

Flavobacteriaceae de la clase Flavobacteriia (Tabla 2.7 y Figura 2.20).
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Tabla 2.7. Diferencias encontradas entre las camas de granjas comerciales al realizar el

anélisis de ANCOM. ATB: promedio de abundancias relativas de las muestras con suplementacion

antibidtica, TAN: promedio de las abundancias relativas de las muestras con suplementacion de

taninos.
ASV ID W Cir Ab. Rel. ATB Ab. Rel. TAN
Filo
Bacteroidetes 5 14,24 28,5+7,67 20,99+11,4
Clase
Flavobacteriia 17 11,17 6,68+4,65 4,4515 41
Orden
Xanthomonadales 44 14,30 3,32+2,15 2,25+2,95
Flavobacteriales 37 13,34 6,68+4,65 4,45+5,41
Familia
Xanthomonadaceae 68 14,86 3,31+2,15 2,25%2,95
Género
Moheibacter 169 17,86 1,29+1,13 0,21+0,51

Abundancia Relativa (%)
o = ~N w ~
[ S L S S I ]

SE L PP S

&

A QL
Fp

D 0N A2 gD o oD
PP AP PP

D D
“w&m,«,&v

el

PRSP SL L PP G SRS

ATB

N R g
P PV AV AT

Figura 2.20. Abundancias relativas del género Moheibacter para las muestras de cama de

pollo provenientes de granjas comerciales. Las muestras de la izquierda corresponden a

suplementacion con antibiéticos (ATB), mientras que las agrupadas del lado derecho a aquellas

muestras suplementadas con taninos (TAN).
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La diversidad de las muestras (alfa diversidad) fue evaluada a través del nimero de
ASVs observadas, indice de Pielou, Faith-PD e indice de Shannon (Tabla 2.8). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para el nimero de ASVs observadas
(p = 0,0041), indice de Pielou (p = 0,0004), Faith-PD (p = 0,0016) e indice de Shannon (p =

0,0016) (Figura 2.21).

Tabla 2.8. Valores de diversidad alfa evaluada para las camas comerciales sometidas a los

distintos tratamientos dietarios. ATB: suplementacion antibidtica, TAN: suplementacion con

taninos.

ATB TAN
indice de Pielou 0,93+0,012 0,91+0,02°
Faith-PD 14,12+3,05? 11,56+2,48"
ASVs observados 121,52+44,242 87,29+30,66"
indice de Shannon 6,37+0,55 5,81+0,50°

Los valores representados corresponden a la mediatDE de las tres réplicas por tratamiento.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas al realizar el test de Kruskall-
Wallis (a = 0,05).

Se realizaron, ademas, las curvas de rarefaccion de las ASVs observadas e indice de
Shannon (Apéndice 2.5). Las mismas permiten visualizar que todas las muestras llegaron al
plateau, determinando que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para cubrir la

diversidad bacteriana presente en las muestras de cama.
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Figura 2.21. Graficos de caja (Boxplots) para los indices de alfa diversidad evaluada en
muestras de camas de granjas comerciales por tratamiento. ATB: muestras suplementadas con
antibidtico, TAN: muestras suplementadas con taninos. Se representan a) ASVs observadas, b)
indice de Pielou, c) Faith-PD y d) indice de Shannon. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el nimero de ASVs observadas (p = 0,0041), indice de Pielou (p = 0,0004),
Faith-PD (p = 0,0016) e indice de Shannon (p = 0,0016).

Un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias UniFrac
ponderadas y no ponderadas, fue realizado para determinar si existia algin ordenamiento
entre las muestras en funcion de los aditivos dietarios (Figura 2.22). Si bien en el PCoA no
se observa una clara diferencia en la composicién de la microbiota tratada con diferentes
aditivos, el andlisis de PERMANOVA permitié encontrar diferencias estadisticamente

significativas en las distancias ponderadas (p = 0,017) y en las no ponderadas (p = 0,002).
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Figura 2.22. PCoA basado en las distancias UniFrac ponderadas (a) y no ponderadas (b) de
las muestras de cama de granjas comerciales. Cada color representa un tratamiento. ATB:

tratamiento con antibiotico, TAN: tratamiento con taninos.

3.4 Comparacion de la microbiota de camas de los Ensayo 2 y 3.

Se realiz6 una comparacion de las ASVs encontradas en las camas de pollo del ensayo de
granja y de aquellas presentes en las muestras realizadas mediante muestreos de granjas
comerciales. Los resultados pueden observarse en la Figura 2.23.

Se encontraron nueve familias presentes en todas las muestras analizadas, tanto en
las camas provenientes del ensayo realizado en granja, asi como en las camas provenientes
de los muestreos de granjas comerciales. Estas familias fueron clasificadas
taxonomicamente como  Corynebacteriaceae,  Sphingobacteriaceae,  Bacillaceae,
Staphylococcaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Lactobacillaceae,

Ruminococcaceae y Alcaligenaceae.
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Figura 2.23. ASVs compartidas entre las muestras de camas de pollo provenientes de los
ensayos 2 y 3. Se muestran en color aquellas ASVs presentes en ambos ensayos utilizando un

analisis mediante UpSet.
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4 Discusion
4.1 Ensayo 1: Ensayo bajo condiciones controladas.

Para comprender los mecanismos subyacentes de la promocion de crecimiento que
producen tanto los antibidticos como los aditivos dietarios alternativos, es necesaria una
descripcion detallada de los efectos que ellos producen. Se cree que las mejoras en la
conversion alimenticia, asociadas con la suplementacion con antibiéticos, involucran
cambios o modificaciones en las comunidades microbianas gastrointestinales, pero esta
conexion es aln poco conocida.

El establecimiento de la microbiota del TGI es un proceso complejo que esta
influenciado por numerosos factores que incluyen la genética del huésped, la salud
intestinal, el estrés, la edad, las condiciones de crecimiento, la dieta y el uso de aditivos
alimenticios (Oakley et al., 2014; Pan y Yu, 2014; Wang et al., 2016). En el presente
capitulo, se utilizd la secuenciacion masiva de amplicones del gen ARNr 16S para
comparar la composicion bacteriana de la microbiota cecal en pollos suplementados con
bacitracina o taninos, durante un ciclo de produccion de 4 semanas. La suplementacién con
estos dos aditivos, mostré tener un impacto diferencial en la microbiota de los ciegos,
afectando cada aditivo a diferentes grupos bacterianos.

Los analisis de los indices de diversidad, indicaron que la riqueza y la diversidad
microbiana, cambiaron tanto con la edad de los animales, asi como con los tratamientos
dietarios. En este sentido, diversos autores han descripto que la diversidad bacteriana en los
ciegos aumenta con la edad de las aves (Danzeisen et al., 2011; Mohd Shaufi et al., 2015;

Oakley et al., 2014). Nuestros resultados corroboran esta observacion, ya que el indice de
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diversidad de Shannon fue mayor en el dia 30 (T4) que en el dia 12 (T1) para todos los
grupos, mostrando el tratamiento con taninos un aumento méas pronunciado.

Contrariamente, otros autores encontraron que tanto la bacitracina, como otros
antibioticos utilizados como promotores de crecimiento, no mostraban diferencias
estadisticamente significativas en la diversidad microbiana (Fasina et al., 2016; Neumann y
Suen, 2015; Pourabedin et al., 2015), aunque si describieron cambios en la abundancia
relativa de ciertos taxa en cada caso.

Aunqgue se han realizado numerosas investigaciones acerca de los efectos de los
antibioticos utilizados como promotores de crecimiento, sobre la composicion de la
microbiota intestinal de las aves de corral, todavia es escasa la informacion sobre el
impacto de los aditivos fitogénicos. Los diferentes taninos, incluidos los derivados del
castafio y del quebracho (como los utilizados en este trabajo), han mostrado tener actividad
antagonica contra Clostridium perfringens y otros patdégenos avicolas tanto in vitro como in
vivo (Diaz Carrasco et al., 2016). Un estudio realizado alimentando pollos con productos
derivados de uvas, ricos en taninos, mostraron una mayor diversidad en los ciegos de estos
animales y dichos efectos se correlacionaron con recuentos mas altos de Lactobacillus y
Enterococcus a los 21 dias de edad (Viveros et al., 2011). Nuestros resultados indicaron
que la administracion de taninos en la dieta aumento tanto la riqueza como la diversidad
cecal a lo largo del ensayo. Este efecto se podria asociar con un aumento en la abundancia
de miembros de la familia Ruminococcaceae y del género Alistipes respecto al control, y
una disminucion de los géneros Bacteroides y Sutterella.

Algunos autores encontraron que se producia un enriquecimiento en diferentes
miembros del orden Clostridiales con la suplementacion dietaria de antibioticos, incluyendo

cambios en Clostridiales que no lograron ser clasificados y miembros de las familias

93



Capitulo 2

Ruminococcaceae y Lachnospiraceae (Lin et al., 2013; Neumann y Suen, 2015; Singh et
al., 2013). Ademaés, se ha sugerido que estos microorganismos podrian desarrollarse como
probidticos avicolas (Fasina et al., 2016; Stanley et al., 2016; Torok et al., 2011a).

Por otro lado, la relacion Firmicutes/Bacteroidetes en la microbiota intestinal se ha
relacionado con la eficiencia energética en animales, incluidos ratones, cerdos, vacas y
humanos (Jami et al., 2014; Turnbaugh et al., 2006; Zhao et al., 2015). Algunos estudios
encontraron una correlacion positiva entre la relacion F/B y el indice de conversion
alimenticia, tanto en la microbiota cecal (Singh et al., 2013) como fecal (Singh et al., 2012)
de pollos. Sin embargo, otros autores no lograron correlacionar de forma significativa esta
relacion F/B con el crecimiento de los animales (peso corporal) (Han et al., 2016; Singh et
al., 2013; Stanley et al., 2013).

En el presente trabajo, todas las muestras analizadas, independientemente del
tratamiento dietario, mostraron que la microbiota cecal estuvo dominada por los filos
Firmicutes y Bacteroidetes, representando mas del 90% de las bacterias presentes.
Particularmente, un aumento significativo en la relacion F/B fue observado en los animales
tratados con taninos, en comparacion con los grupos CON y BAC, pero este aumento no
mostré correlacion con un aumento en el peso de los animales.

Respecto a los Firmicutes, la mayor abundancia de miembros del orden
Clostridiales se ha relacionado con aumentos en el rendimiento de los animales al analizar
tanto la microbiota cecal (Stanley et al., 2016, 2012; Torok et al., 2011b) como la fecal
(Singh et al., 2012). Sin embargo, se requieren mas investigaciones para saber cuales son
los taxa especificos de este orden que se asocian a la promocion del crecimiento, con el fin
de identificar y desarrollar nuevos probidticos y prebidticos para aves de corral. La

presencia de bacterias probidticas en el intestino del pollo se asocia con una mejora en los
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parametros de rendimiento y una reduccion de las cargas de patégenos (Angelakis y Raoult,
2010; Kabir, 2009; Stanley et al., 2014).

Muchos estudios han documentado una disminucion en las abundancias relativas de
bacterias probioticas en el TGl de pollo luego de la administracion de antibidticos,
afectando este aditivo tanto a lactobacilos, bifidobacterias y/o enterococos (Baurhoo et al.,
2009; Danzeisen et al., 2011; Lin et al., 2013). Las bacterias acido lacticas, especialmente
los Lactobacillus, son considerados excelentes microorganismos probiéticos debido a su
capacidad para disminuir la incidencia de enfermedades entéricas y lograr mantener la
salud de las aves de corral (Kabir, 2009). En este trabajo, el género Lactobacillus no mostré
un patron diferencial para los tratamientos evaluados.

La fermentacion de carbohidratos vegetales no digeribles, que realizan las bacterias
en organismos herbivoros, conduce a la formacién de acidos grasos de cadena corta (SCFA
por sus siglas del inglés), principalmente acetato, propionato y butirato. La proporcién de
cada uno de estos SCFA se ha relacionado con la composicion de la microbiota presente en
los ciegos en aves de corral (Rehman et al., 2007).

Nuestros resultados muestran que el género Bacteroides se redujo drasticamente en
el tratamiento con taninos pero no asi en el de bacitracina, y esta disminucion fue
compensada principalmente por el aumento de Bacteroidetes de la familia Rikenellaceae,
asi como en un aumento de Firmicutes de la familia Ruminococcaceae. Otros estudios, de
forma similar, encontraron que los polifenoles pueden inhibir el crecimiento de ciertos
Bacteroides, mientras que otras especies dentro de este género pueden verse favorecidas
(Cardona et al., 2013; Lee et al., 2006).

Se ha demostrado que los Bacteroides (Gram-negativas) tienen mayor capacidad

que las bacterias Gram-positivas, como los Firmicutes, para degradar almidén hidrolizable,
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mientras que las Gram-positivas se especializan en la degradacion de una amplia variedad
de sustratos recalcitrantes y persisten como parte de las comunidades fibroliticas (Biddle et
al., 2013). Los bacteroides son microorganismos sacaroliticos y proteoliticos que juegan un
papel importante en la descomposicion de macromoléculas complejas, generando acetato y
propionato como principales productos de fermentacion (den Besten et al., 2013; Lan et al.,
2006).

Por su parte, la familia Rikenellaceae suele describirse como altamente susceptible a
perturbaciones en la microbiota intestinal, como las causadas por antibioticos o
suplementos de probidticos (Clarke et al., 2013; Downward et al., 2013) y se ha encontrado
enriquecida en muestras fecales de ratones que mostraban obesidad inducida por una dieta
alta en grasas (Daniel et al., 2014).

Por otro lado, el orden Clostridiales al que pertenece la familia Ruminococcaceae,
abarca principalmente bacterias no patogénicas, incluidas aquellas que se han asociado con
la prevencion de enfermedades inflamatorias intestinales y el mantenimiento de la
homeostasis de la mucosa, atribuido a la capacidad de los clostridios para producir butirato
(Lopetuso et al., 2013).

Algunos estudios encontraron que el butirato reduce algunos patdgenos, como
Salmonella en aves de corral, y mejora el crecimiento de células epiteliales en lechones
(Kien et al., 2007; Van Immerseel et al., 2005). Estos clostridios productores de butirato, se
han aislado del contenido cecal de pollos de engorde (Eeckhaut et al., 2011) y de gallinas
ponedoras, y se ha observado una mayor concentracion cecal de butirato en aves con
suplementacion dietaria de polifenoles de té (Yuan et al., 2016). Asi mismo, estas aves

suplementadas con polifenoles, mostraron una reduccién del numero de células que sufrian
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apoptosis al ser expuestas a elementos traza que inducen la disfuncidon gastrointestinal
(Yuan et al., 2016).

Es posible entonces, que el aumento de miembros de la familia Ruminococcaceae,
observados en los pollos alimentados con taninos en nuestro trabajo, pueda alterar el perfil
de SCFA en los ciegos hacia la produccion de butirato. Sin embargo, futuros estudios son
necesarios para poder corroborar esta hipotesis y relacionarla con la reduccion de patégenos

y mejora en la salud del TGI.

4.2 Ensayo 2: Ensayo en Granjas Comerciales

Como se dijo previamente, el establecimiento de la microbiota del TGI en las aves de corral
es un proceso complejo que esta influenciado por diversos factores. Decidimos comparar,
en este trabajo, la modulacién que sufria la microbiota al adicionar a la dieta distintos
promotores de crecimiento en dos ambientes diferentes, los ensayos experimentales y los
ambientes comerciales.

Los resultados obtenidos muestran diferentes patrones de modulacion de los
aditivos en funcion del ambiente. Si bien los anélisis de los indices de diversidad alfa no
mostraron diferencias entre tratamientos en las granjas comerciales, si se observaron
diferencias en las distancias UniFrac ponderadas. Ademas, algunos taxa mostraron
diferentes patrones de comportamiento en funcion de los tratamientos y estas diferencias no
necesariamente fueron similares a las observadas en los ensayos experimentales.

Al igual que en los ensayos experimentales, los principales filos encontrados en

todas las muestras analizadas fueron Firmicutes y Bacteroidetes.
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Los principales taxa afectados por la suplementacion dietaria fueron las clases
Bacteroidia y Clostridia, siendo las familias con mayores cambios en sus abundancias
relativas Porphyromonadaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae
(Figura 2.13).

Como se dijo previamente, miembros del orden Clostridiales se relacionaron con
aumentos en el rendimiento y, en este sentido, la suplementacién dietaria con bacitracina
mostrd disminucién en la clase Clostridia, principalmente en la familia Lachnospiraceae.
Por su parte, el tratamiento con taninos mostro un aumento en la familia Ruminococcaceae,
perteneciente a esa misma clase.

Tanto los ensayos experimentales como los realizados en granjas comerciales,
mostraron patrones similares en los cambios de abundancias de las clases Clostridia y
Bacteroidia, asi como en las familias mencionadas anteriormente. La Unica excepcion
puede observarse en la familia Rikenellaceae, que muestra un aumento en el tratamiento
con TAN en los ensayos experimentales y un aumento en el tratamiento con BAC en las
granjas comerciales.

Otra gran diferencia encontrada entre los ambientes evaluados, fue el
comportamiento de los Lactobacillus. Como se mencion0 anteriormente, este grupo de
bacterias es considerado como probiotico y se le adjudican efectos benéficos en el TGI de
las aves. Si bien no se encontraron diferencias en el patron de estas bacterias en los ensayos
experimentales, en las granjas comerciales pudo observarse una disminucion en ambos
tratamientos (Taninos y Bacitracina), y estos resultados estan en concordancia con los

obtenidos por otros autores (Baurhoo et al., 2009; Danzeisen et al., 2011; Lin et al., 2013).
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4.3 Camas de pollos

4.3.1 Camas de pollo provenientes del Ensayo 2

La composicién de la cama de pollo mostrd claras diferencias respecto de la microbiota de
ciegos, con presencia de taxa exclusivos que no se encontraron presentes en el TGI. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la estructura de las comunidades
bacterianas al comparar las camas de los diferentes tratamientos. Esto puede deberse, en
parte, a que el ensayo contd con un Unico ciclo productivo y, tal vez, sea necesaria la
ocurrencia de ciclos sucesivos, que aumenten la carga microbiana presente en la cama
proveniente de las excretas, para poder observar mas fielmente representadas las
comunidades caracteristicas de cada tratamiento y recuperar las diferencias existentes. Esta
hipdtesis, podria sustentarse en que al analizar las diferencias entre tratamientos del
muestreo de camas comerciales, si se lograron observar patrones diferenciales para cada
uno de los aditivos dietarios.

Los sucesivos ciclos de reutilizacion de la cama podrian mostrar diferencias, no sélo
en la composicién microbiana sino también en su composicion quimica, afectando de esta
forma la estructura de las comunidades microbianas alli presentes.

La acumulacion de excretas en la cama podria funcionar como un disturbio que
alteraria el ambiente generando, a lo largo del tiempo, un ciclo de sucesiones ecoldgicas,
seleccionando aquellas bacterias capaces de sobrevivir en las nuevas condiciones
generadas. Esto concuerda con estudios realizados sobre el efecto del pH, humedad,
salinidad y contenidos de nutrientes como C y N, en la composicién de las comunidades de

cama de pollo (Cressman et al., 2010; Dumas et al., 2011).

99



Capitulo 2

Algunos autores compararon la microbiota presente en camas nuevas, que Se
utilizaron s6lo en un ciclo productivo, con aquellas que habian sido reutilizadas y
encontraron importantes diferencias en las comunidades, con pérdidas de riqueza y
diversidad a medida que los ciclos sucedian (Cressman et al., 2010; Wang et al., 2016),
sugiriendo que el manejo de las camas afecta su composicion.

Nuestros resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la diversidad de Shannon y equitatividad de Pielou entre las muestras de cama y
las de ciego, pero no se observaron diferencias entre la riqueza de las mismas. El hecho de
no encontrar diferencias estadisticamente significativas entre la riqueza de las muestras de
cama y las muestras de ciego podria explicarse por el uso de cama nueva en el galpon,
hipotetizando que la riqueza de las mismas se modificara conforme pasen los ciclos
productivos, disminuyendo la cantidad de bacterias ambientales y seleccionandose aquellas
de origen intestinal, hasta encontrarse valores de riqueza significativamente menores en las
camas que en los ciegos (Wang et al., 2016).

Las muestras de cama mostraron un core taxondmico compuesto por 29 taxa, 19 de
ellos no estuvieron presentes en ninguna muestra de ciego, por lo que podriamos decir que
dichas bacterias no son habitantes tipicas del tracto gastrointestinal de las aves. Dentro de
este grupo encontramos a las familias Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Bogoriellaceae,
Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae, Micrococcaceae, Familia del orden Micrococcales
no clasificada, Nocardiopsaceae, Familia no clasificada del Orden Ill de Bacteroidetes
Incertae Sedis, Chitinophagaceae, Sphingobacteriaceae, Trueperaceae, Planococcaceae,
Aerococcaceae, Eubacteriaceae, Familia del Orden Bradymonadales no clasificada,

Alcanivoracaceae, Halomonadaceae y Xanthomonadaceae. Estas bacterias, probablemente,
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deriven de los materiales originarios de la cama o fueron adquiridas durante el ciclo de
crecimiento, introducidas por los productores o maquinaria utilizada.

Muchas de estas familias estan descriptas en la bibliografia como ampliamente
distribuidas en diferentes ambientes, entre ellos suelo, agua, piel de diferentes animales,
productos alimenticios, asi como también, en ambientes salinos e hipersalinos incluyendo
agua de mar. Es interesante destacar que la cama de pollo, dada la acumulacion de excretas,
presenta una alta conductividad eléctrica (CE). La CE es una medida que permite evaluar la
concentracion de sales solubles presentes en una solucion. El valor promedio de CE de las
camas de pollo es de >10 dS.cm™ (Almada et al., 2016). Para tener algin dato de
referencia, puede mencionarse que en los suelos agricolas se recomiendan valores de CE
bajas, en lo posible menos de 1 dS.cm™, ya que facilita el manejo de la fertilizacion y se
evitan problemas de fitotoxicidad en los cultivos. Como se menciond anteriormente,
muchas de las bacterias encontradas en la cama presentan tolerancia a la salinidad como ser
Dietziaceae, Bogoriellaceae, Brevibacteriaceae, Micrococcaceae, Nocardiopsaceae Yy
Halomonadaceae, pudiendo esto responder a la elevada CE tipica de las muestras de cama
de pollo.

Otro grupo de estas bacterias presentes en las camas, estan descriptas como posibles
patdgenas vegetales y/o animales como ser las pertenecientes a las familias
Corynebacteriaceae, Sphingobacteriaceae 0 Xanthomonadaceae. La presencia de estas
bacterias tiene un gran impacto desde el punto de vista agronémico, no solo por la
posibilidad de infecciones en las aves durante los sucesivos ciclos productivos, sino
también, dado que la cama suele utilizarse luego como un fertilizante organico en suelos

agricolas, y de no ser tratada correctamente, podrian distribuirse estas bacterias en el
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ambiente, produciendo contaminacién de suelos y cursos de agua cercanos, poniendo en
riesgo la salud animal y vegetal fuera del galpon de produccion aviar.

Es importante destacar que no se encontraron patdégenos de importancia como
Salmonella o Clostridium en ninguna de las muestras analizadas. Otros trabajos realizados
sobre cama de pollos, tampoco encontraron estos patdgenos en muestras de cama, ya sean
muestras de cama fresca o reutilizada (Wang et al., 2016). Por su parte, Campylobacter fue
detectado sélo en algunas muestras con abundancias relativas muy bajas (CON: presente en
% muestras con 0,0054 + 0,0059%, BAC: presente en % muestras con 0,096 + 0,162%,
TAN: presente en Y5 muestras con 0,0033 £ 0,0057%). Sin embargo, futuros estudios
utilizando otras herramientas, como gPCR o cultivos selectivos, son necesarios para
determinar la prevalencia y abundancia de estos patdgenos entéricos.

Finalmente, es importante destacar, que todas estas familias presentes en las camas,
excepto una no clasificada perteneciente al orden Bradymonadales, fueron encontradas
también en los muestreos de camas comerciales, por lo que las mismas parecerian ser
competitivas y tolerar los ciclos sucesivos de crecimiento.

Por otro lado, se encontraron 10 taxa que ademas de formar parte del core
taxonomico de las camas fueron encontradas en al menos una muestra de ciego. Las
mismas fueron: Dermabacteraceae, Bacillaceae, Staphylococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae, Familia X1 del orden Clostridiales,
Alcaligenaceae y Pseudomonadaceae.

Estos taxa representan miembros tipicos del tracto gastrointestinal de animales,
como Staphylococcaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae o la
Familia XI del orden Clostridiales; o bacterias ampliamente distribuidas en la naturaleza

como Bacillaceae, Alcaligenaceae o Pseudomonadaceae.
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Ademas, 4 familias presentes en las camas fueron encontradas en todas las muestras
de ciegos, siendo las mismas tipicas bacterias del tracto gastrointestinal de aves como
Bacteroidaceae, Flavobacteriaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. En la mayoria de
los animales de sangre caliente, los dos filos que presentan mayores proporciones en el TGI
son los Firmicutes y los Bacteroidetes (Kollarcikova et al., 2020). Particularmente, en los
ciegos de pollos estos filos se encuentran en proporciones similares de alrededor del 45%
cada uno (Rychlik, 2020).

Los firmicutes degradan preferentemente oligosacaridos o fermentan subproductos
metabolicos como el lactato o el acetato obteniendo butirato; mientras que los bacteroidetes
suelen degradar polisacaridos complejos y producir acetato, propionato y succinato
(Kollarcikova et al., 2020).

Entre las familias mas comunes pertenecientes al filo Firmicutes se encuentran
Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, seguidas por Lactobacillaceae, Veillonellaceae y
Erysipelotrichaceae. Lachnospiraceae y Ruminococcaceae son formadoras de esporas y
representan los principales productores de butirato a partir de la fermentacion de
carbohidratos, convirtiendo dos moléculas de acetil-CoA en crotonil-CoA. Las bacterias
pertenecientes a estas dos familias son muy sensibles al oxigeno y se encuentran entre las
primeras en desaparecer de la microbiota intestinal durante enfermedades inflamatorias
debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno por macrofagos y granulocitos
(Rychlik, 2020).

Pertenecientes al filo Bacteroidetes, las principales familias que se encuentran en el
TGI de pollos son Rikenellaceae, Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Porphyromonadaceae.
Los representantes de todas estas familias producen propionato a partir de succinato. Los

genomas de Bacteroidaceae estan enriquecidos con genes implicados en la degradacion de
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polisacaridos complejos y su metabolismo produce acetato, propionato o succinato
(Rychlik, 2020).

Por su parte, la familia Flavobacteriaceae estd ampliamente distribuida en entornos
naturales incluidos material vegetal, suelo y agua. Algunas bacterias pertenecientes a esta
familia pueden causar deterioro en los alimentos y productos alimenticios derivados de la
produccion aviar, ya sea que las mismas tengan su origen en las aves de produccion o en el

ambiente de la planta de faena (de Beer et al., 2005).

4.3.2 Camas de pollo provenientes del Ensayo 3

Al comparar las muestras de camas que provenian del ensayo 2 con las provenientes de los
muestreos de las granjas, nueve familias conformaron un core taxondémico que fue
compartido por ambos grupos de muestras. Estas familias fueron: Corynebacteriaceae,
Sphingobacteriaceae, Bacillaceae, Staphylococcaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Lactobacillaceae, Ruminococcaceae y Alcaligenaceae, que como se dijo anteriormente son
miembros tipicos del TGI de las aves o bacterias ubicuas ambientales.

Las muestras provenientes de los muestreos de granjas productivas, permitieron
observar diferencias entre los tratamientos con antibidtico o polifenoles evaluados.

Se encontraron diferencias en la clase Flavobacteriia perteneciente al filo
Bacteroides, en los oOrdenes Xanthomonadales y Flavobacteriales, en la familia
Xanthomonadaceae y en el género Moheibacter.

Las flavobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente, pudiendo
encontrarse tanto en el suelo, ambientes acuéticos, plantas e intestino de los animales.

Algunas flavobacterias promueven la proteccion y crecimiento de las plantas. Las
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flavobacterias terrestres estan muy adaptadas al metabolismo de los carbohidratos de las
plantas, lo que parece ser la clave de la deteccion enriquecida de estas bacterias en la
filosfera y rizosfera de las plantas (Kolton et al., 2013). Dentro de esta familia encontramos
el género Moheibacter que comprende bacterias productoras de oxidasas y catalasas lo que
podria ser beneficioso a la hora de compostar los residuos de la produccién avicola. Estas
bacterias podrian metabolizar sinérgicamente diferentes fuentes de carbono en la etapa de
maduracion, logrando mejorar la calidad del compost obtenido (Mao et al., 2020).

Por su parte, el orden Xanthomonadales comprende bacterias que son fitopatdgenas
de importancia en agricultura, como las del género Xanthomonas y Xylella. Algunas de las
bacterias de este grupo también son patégenas humanas, como Stenotrophomonas,

patogeno oportunista multirresistente (Looney et al., 2009).

5 Conclusiones

Los resultados de este trabajo indican que los taninos y la bacitracina mostraron un patrén
diferencial en la modulacién de la microbiota cecal de pollos. A su vez dicha modulacion
mostré patrones diferentes en los ambientes experimentales y comerciales, aunque lograron
encontrarse modulaciones equivalentes en parte de los taxa evaluados.

En el ensayo experimental se observd un incremento en la relacién F/B en los
animales alimentados con TAN y esto podria deberse al incremento de bacterias
pertenecientes al orden Clostridiales. La abundancia de diferentes miembros de este orden
ha sido relacionada con una mejora en la salud intestinal de las aves y una mejor eficiencia

energética, sugiriendo gque este taxon podria estar asociado con mejoras en el crecimiento.
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Tanto en los ensayos experimentales como en los comerciales, el tratamiento con TAN
mostrd una mayor proporcion de este orden es su composicion microbiana.

De cualquier manera, los mecanismos por los cuales los taninos modulan la
microbiota intestinal de las aves son ain desconocidos y futuras investigaciones debieran
realizarse para comprender este fenébmeno de modulacién, incluyendo perfiles de SCFAs
que permitan correlacionar los mismos con la composicion microbiana.

Por otro lado, el analisis de la microbiota presente en la cama de pollos nos permitio
caracterizar las bacterias de ambientes comerciales, encontrando que la comunidad de
bacterias tipicas de camas de pollo cuenta con la presencia no solo de bacterias del TGI de
aves, sino también con bacterias patdgenas -tanto animales como vegetales- y bacterias
ambientales provenientes del material utilizado como sustrato.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la cama, como ser el pH o la CE, modulan
también el tipo de bacterias presentes en el galpon, observandose la presencia de bacterias
con tolerancia a la salinidad.

Esta informacion toma relevancia al considerar que la cama es reutilizada en los
galpones comerciales durante un afio, es decir, durante cinco o seis ciclos productivos, y
entonces las bacterias presentes en la cama de pollo funcionardn como inéculo para los
pollitos que ingresen al galpon en el ciclo siguiente, determinando la microbiota presente en
su TGI.

Asi mismo, las bacterias de la cama pueden ser diseminadas al ambiente cuando la
misma es utilizada como fertilizante organico en producciones agricolas al momento de su
reemplazo (de forma anual), principalmente si no se toman las precauciones

correspondientes 0 no se realizan los tratamientos de este residuo de forma adecuada.
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Es importante destacar el alcance del relevamiento de las granjas comerciales
realizado en este capitulo de la tesis. No solo se logro caracterizar las bacterias presentes en
los ciegos de las aves y en las camas de los galpones comerciales, describiendo una realidad
productiva que en muchos casos no se logra alcanzar con ensayos controlados; sino que
ademas, este tipo de estudios no son comunes ya que requieren la participacion de las
granjas, muchas veces reacias a este tipo de colaboraciones, y la utilizacién de aditivos
dietarios alternativos a gran escala, que ponen en riesgo tanto la productividad como las
ganancias comerciales de las empresas.

Asimismo, los futuros cambios en la legislacion de la Unién Europea con su
clausula de reciprocidad, impone un gran desafio para el sector. Es importante destacar el
avance realizado en los ultimos afios, contando ya con granjas que trabajan libres de
antibidticos y comprenden el riesgo que implica la generacion de resistencia
antimicrobiana, no sélo por el impacto en el mercado internacional sino por sus efectos en

la salud.
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L_os residuos avicolas como enmiendas

organicas

Toda verdad es simple... ;No es eso una doble mentira?
Friedrich Nietzsche

1844-1900, Alemania
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1 Introduccion

1.1 Impacto ambiental

Los microorganismos presentes en los suelos juegan un rol fundamental ya que se ven
involucrados en algunas de las principales funciones que éste cumple. Estos
microorganismos participan tanto en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes, en
procesos como la biorremediacion, o promoviendo la salud y el crecimiento de las plantas a
través de ciertas especies bacterianas. Por ejemplo, muchas de estas bacterias colonizan la
rizosfera de las plantas y permiten la supresion de enfermedades mediante una amplia gama
de mecanismos de control biolégico, como la competencia por nutrientes o nichos en la
raiz, la produccion de aleloquimicos inhibidores del crecimiento de los patdgenos y la
induccidn de resistencia local o sistémica en las plantas huésped (Simonetti et al., 2015).

La estructura de la comunidad bacteriana del suelo es sensible a los cambios
ambientales producidos por accion natural o por las actividades humanas y, por esta razon,
podria usarse como indicador del impacto ambiental de las practicas agricolas (Yin et al.,
2010). Las alteraciones que se producen en la calidad del suelo, usualmente vienen
acompariadas de cambios en la estructura de la comunidad bacteriana asociada a ese suelo
(Kennedy y Smith, 1995). De hecho, la pérdida de diversidad microbiana y los cambios en
la composicion de la estructura de las comunidades, son una de las principales
consecuencias que tiene la fertilizacion quimica (Coolon et al., 2013; Ramirez et al., 2010;
Sun et al., 2015; Yuan et al., 2013; Zhao et al., 2014). Por lo tanto, mantener altos niveles
de diversidad microbiana en el suelo es de crucial importancia para la agricultura

sustentable (Bhat, 2013; Kennedy y Smith, 1995).
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Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de estrategias y enfoques para
una produccion agricola sustentable (Diacono y Montemurro, 2010; Pretty y Bharucha,
2014). En particular, las enmiendas organicas aparecen como una alternativa adecuada al
uso excesivo de fertilizantes inorgéanicos (FlieBbach et al., 2007).

En este sentido, la intensificacion de los sistemas productivos avicolas revela no
solo la necesidad de desarrollar e implementar nuevas tecnologias y précticas de manejo,
sino de desarrollar un tratamiento adecuado de los residuos pecuarios para lograr un
desarrollo sustentable de la actividad.

El guano de ponedoras y la cama de pollo son los principales residuos de la
produccion aviar. Tradicionalmente, ambos se han utilizado como fertilizantes y/o
acondicionador del suelo, ya que son ricos en nutrientes imprescindibles para el
crecimiento vegetal, presentando macronutrientes como nitrégeno (N), fésforo (P), potasio
(K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), y micronutrientes como zinc (Zn) y cobre
(Cu). Ademas, estas enmiendas pueden ser muy beneficiosas para la calidad del suelo
agricola, ya que aumentan el contenido de materia organica (MO) del suelo, mejoran sus
propiedades fisicas -como la porosidad, la aireacidn, la capacidad de retencion hidrica, etc.-
, aumentan la estabilidad estructural, reducen la erosién, mejoran la disponibilidad de
nutrientes (reduciendo asi los costos de fertilizacion) y estimulan la actividad microbiana y
la biomasa del mismo (Das et al., 2017; Evanylo et al., 2008; Hernandez et al., 2016).

Si bien por las caracteristicas aqui mencionadas, tanto la cama de pollo como el
guano pueden considerarse como algunos de los mejores fertilizantes organicos
disponibles, el manejo inadecuado de los mismos puede presentar un peligro potencial de
contaminacion, generando un impacto negativo en el ambiente, contribuyendo a

contaminaciones del suelo, agua y aire.
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Historicamente, la forma habitual de utilizacion de las excretas avicolas fue a través
de la aplicacion directa en lotes agricolas, como fertilizante para el suelo. Actualmente, esta
no es una practica agronémica recomendada dados los riesgos de contaminacion que
acarrea. Los principales inconvenientes asociados al manejo inadecuado de estos residuos
son la lixiviacion de los nitratos que pueden alcanzar las aguas subterraneas, la escorrentia
que puede aportar fésforo a cursos de agua superficial y la incorporacion al ambiente de
microorganismos patdgenos presentes en los residuos, asi como también el aporte de
metales, hormonas, antibioticos, antiprotozoarios, entre otros (Pizarro et al., 2019; Rizzo et
al., 2020; Sepulcri et al., 2018).

Por ejemplo, el exceso de nutrientes, principalmente fésforo, puede inducir la
proliferacion de algas y el crecimiento de cianobacterias, generando condiciones asociadas
de hipoxia/anoxia en la columna de agua, asi como altos niveles de amoniaco, que pueden
matar a los animales acuéticos (Hu et al., 2017).

Algunos autores, ademas, han informado la deteccion de toxicidad aguda en varios
organismos terrestres que habian sido expuestos a residuos crudos de la produccion animal.
En este sentido, los indices de fitotoxicidad pueden usarse como una herramienta que
permite evaluar la toxicidad de muestras complejas e implementarse en estrategias de
monitoreo como herramientas ecotoxicolégicas Utiles (Young et al., 2016).

Estos residuos de la produccion animal no sélo afectan negativamente la calidad del
aire, las aguas superficiales, el suelo y las aguas subterraneas, sino que también representan
riesgos para la salud publica por la exposicion a los mismos (Hu et al., 2017). El enfoque
de “One Health” o “Una salud” reconoce que los seres humanos, los animales y la salud

ambiental estan estrechamente relacionados y, por lo tanto, el camino a seguir para abordar
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problemas interdisciplinarios complejos debe considerarse en los tres sectores (van
Bruggen et al., 2019).

Es por eso que uno de los principales objetivos en el tratamiento de estos residuos
es obtener un producto de uso seguro para el ambiente, es decir que sufra una disminucién
de las posibles cargas de contaminantes (gases de efecto invernadero, exceso de nutrientes,
metales pesados, restos de medicamentos y parasitos), agregando valor a los desechos de la
produccion y permitiendo aprovechar y recuperar los nutrientes que contienen para

satisfacer una importante demanda de los suelos.

1.2 Procesos de biotransformacion de residuos

Los procesos que se abordaron en este trabajo para la biotransformacién de los residuos
avicolas fueron el compostaje y la digestion anaerobica. Estos tratamientos permiten la

obtencion de un producto final que puede utilizarse como enmienda organica.

1.2.1 Compostaje

El compostaje es un proceso aerdbico realizado por microorganismos que transforman
desechos organicos sélidos en un material seguro y biologicamente estable, que puede
devolverse al ambiente (Roman et al., 2013).

Es una técnica aprobada, muy difundida y sencilla, lo que la convierte en una
herramienta de facil adopcion para los productores. Las principales ventajas del compostaje
son la reduccién en volumen del residuo (25-30 % en el caso de la cama), la disminucién de
la humedad (hasta 50 % en el guano), la estabilizacion quimica del material, la disminucion

progresiva de olores y moscas, y la posibilidad de eliminar semillas de malezas y algunos

112



Capitulo 3

patdgenos, si las temperaturas internas necesarias de la pila son alcanzadas y mantenidas
por algunos dias. Entre las desventajas encontramos la liberacion de amoniaco que, en los
primeros estadios, puede ser importante y generar olores desagradables y disminucién del
valor fertilizante de la enmienda, y la liberacion de dioxido de carbono a la atmésfera que
reduce el contenido de materia orgénica del compost (Maisonnave et al., 2015).

El proceso de compostaje se puede dividir en dos fases principales: la fase activa
(que consta de las etapas mesdfila (25-40°C), termdfila (40-65°C) y de enfriamiento) y la
fase de curado o fase de maduracion.

Durante la fase activa, los materiales biodegradables se descomponen, transforman
y parcialmente mineralizan como consecuencia de la intensa actividad microbiana. Los
compuestos  facilmente degradables como los azlcares, son degradados por
microorganismos mesofilos, entre los que encontramos representantes de las familias:

Alcaligenaceae, Alteromonadaceae, Bacillaceae, Burkholderiaceae, Bradyrhizobiaceae,

Caryophanaceae, Caulobacteraceae, Cellulomonadaceae, Clostridiaceae,
Comamonadaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae,
Flexibacteraceae, Hyphomicrobiaceae, Intrasporangiaceae, Methylobacteriaceae,

Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae, Neisseriaceae, Nitrosomonadaceae,
Nocardiopsaceae, Paenibacillaceae, Phyllobacteriaceae, Propionibacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Pseudonocardiaceae, = Rhodobacteraceae, = Sphingobacteriaceae,
Staphylococcaceae y Xanthomonadaceae. (Partanen et al., 2010). Algunos de los géneros
mas importantes en esta etapa son Lactobacillus y Bacillus. La actividad metabdlica de
estos microorganismos produce calor, por lo que se comienza a observar un aumento de la

temperatura.
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A medida que la temperatura aumenta a unos 40 °C, los microorganismos
termdéfilos compiten con los mesofilos por la degradacion de las sustancias restantes.
Algunas bacterias mesofilas, como las del género Bacillus, sobreviven a estas condiciones
debido a la formacion de endosporas. Otros géneros tienen la capacidad de engrosar su
pared celular o formar una capsula exterior, sirviendo de proteccion a las condiciones
adversas. Las bacterias termdfilas como Actinobacteria, Bacillus, Thermus e
Hydrogenobacter se hacen cargo de la degradacion y se convierten en los grupos
dominantes en la comunidad microbiana. Actinobacteria y Bacillus se han descrito como
indicadores del buen funcionamiento del compostaje (Partanen et al., 2010). Las
actinobacterias han sido reportadas como un grupo critico en el proceso de compostaje ya
que pueden utilizar una amplia gama de fuentes de carbono como celulosa, lignina y
proteinas. Algunas especies de Actinobacteria son termotolerantes y pueden permanecer
activas a temperaturas de hasta 60 °C. La descomposicion continla en esta etapa
degradando fuentes mas complejas de C, como la lignina y la celulosa, y se alcanzan
temperaturas de aproximadamente 62-65 °C. Estos microorganismos actlan también
transformando el N en NHjs, por lo que el pH se vuelve alcalino.

Esta fase también recibe el nombre de fase de higienizacion ya que el calor
generado elimina bacterias de origen fecal como Escherichia coli y Salmonella spp., asi
como también quistes y huevos de helmintos, esporas de hongos fitopatégenos y semillas
de malezas que pueden encontrarse en el material de partida (Roman et al., 2013).

La duracién de cada fase dependera de las caracteristicas de los residuos organicos
que se estdn compostando, asi como también del sistema de oxigenacion de las pilas

(sistema de volteos, ventilacion forzada, etc.), entre otros. Cuando una correcta aireacion es
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realizada, la fase termofila continla hasta el agotamiento de los compuestos
metabolizables, cuando el calor producido es inferior a la disipacion del mismo.

Una vez que se agotan las sustancias degradables, el niUmero de microorganismos
termdfilos disminuye, mientras que la temperatura comienza a bajar. En esta etapa, los
microorganismos mesoéfilos que permanecieron inactivos en la etapa anterior y que
resistieron las altas temperaturas, vuelven a estar metabdlicamente activos. La riqueza y
diversidad de bacterias presentes en esta nueva etapa, dependera del nimero de especies
previas con capacidad de formar endosporas o capsulas.

La actividad metabdlica de las bacterias mesofilas se incrementa. Las mismas tienen
la capacidad de degradar sustratos dificiles como la hemicelulosa y la celulosa, de oxidar y
mineralizar nitrégeno inorganico y compuestos azufrados, de formar compuestos humicos,
de fijar nitrogeno atmosférico, generar supresion de fitopatdgenos, etc.

Por su parte, la fase de maduracion se caracteriza por la conversion de una parte de
la materia organica estabilizada, en una matriz de nutrientes y materia organica similar al
humus, denominada "compost maduro”. En esta fase de maduracion final, los compuestos
recalcitrantes (por ejemplo, complejos de lignina-humus) se vuelven predominantes. Los
parametros fisico-quimicos se estabilizan, es decir que ya no sufren cambios, y el compost
se considera maduro (Yu, 2014).

La mayoria de los microorganismos patogenos de plantas y animales son mesofilos
y se eliminan eficazmente a las temperaturas adecuadas de compostaje; sin embargo, si el
proceso de compostaje no se desarrolla de manera dptima y las temperaturas no aumentan
espontaneamente, existe el riesgo de que los patdgenos sobrevivan. La presencia de estos
microorganismos en el producto final indicaria un compostaje insuficiente v,

posteriormente, podria representar una amenaza potencial para los usuarios del compost.
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El nitr6geno es uno de los elementos clave en el proceso de compostaje, ya que
puede tener efectos valiosos pero también dafiinos en el proceso. La dinamica del N durante
el proceso de compostaje comprende la amonificacion, nitrificacion y desnitrificacion,
inmovilizacion y liberacion de N a través de lixiviados y gases de escape (Yu, 2014).

Durante el proceso de amonificacion, las proteinas se degradan, los aminoécidos se
desaminan y finalmente se forman amonio (NH4") y amoniaco (NHs) a un pH vy
temperatura elevados. La conversion de NH;* —NO, — NOs, conocida como
nitrificacion, es un proceso de oxidacion de dos pasos que se lleva a cabo principalmente
por bacterias oxidantes del amoniaco (como Nitrosomonas) y bacterias oxidantes de nitritos
(como Nitrobacter).

La desnitrificacion es la reduccion microbiana de NOj3™ a través de NO;™ a productos
gaseosos como N,O y N bajo condiciones limitadas de oxigeno por bacterias anaerdbicas
facultativas. Las temperaturas Optimas para la nitrificacion y desnitrificacion se encuentran
dentro del rango meséfilo de 15 a 30 °C, con valores de pH dptimos de 6 a 8,5 y, por lo
tanto, ocurren tipicamente en la fase de maduracion del compostaje (Yu, 2014).

La inmovilizacion convierte los compuestos de N inorganicos (por ejemplo, NH,")
en compuestos de N organicos (como proteinas). Los compuestos de nitrégeno gaseoso que
se forman durante la amonificacion y desnitrificacion se liberan principalmente a través de
la aireacion durante el compostaje. Otros compuestos de N solubles en agua se liberan a
través de lixiviados (Korner y Stegmann, 2002).

El proceso de compostaje impulsado por microorganismos esta influenciado por las
proporciones de materiales carbonados y nitrogenados presentes en la materia prima del
compostaje. Los microorganismos necesitan carbono para crecer y nitrogeno para la sintesis

de proteinas. Una relacion C/N inicial alta provoca un inicio lento del proceso de
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compostaje, mientras que una relacion baja da como resultado un alto nivel de emision de
amoniaco (Tiquia y Tam, 2000). Se recomienda una proporcién C/N de alrededor de 30
como la 6ptima para el compostaje rapido (Kumar, 2011). Durante el compostaje eficiente,
se espera que la relacion C/N disminuya como consecuencia de la degradacion de la
materia organica y la mineralizacion (Yu, 2014). En el caso particular del guano de gallina
es imprescindible la utilizacion de una fuente de carbono adicional para reducir la humedad
inicial, agregar porosidad que permita la circulacion de aire y lograr una relacion C/N en

rangos de 25-30:1 en el sustrato inicial.

1.2.2 Digestion Anaerobica

En la digestion anaerobica, los compuestos organicos son degradados por microorganismos
anaerodbicos produciendo biogas, como metano y didxido de carbono, varios gases traza
(como amoniaco o sulfuro de hidrogeno) y calor en ausencia de oxigeno (Kymaldinen et
al., 2012). El biogas generado es considerado un buen combustible que puede ser utilizado
para la combustion y generacion de calor y/o energia eléctrica, por lo que esta metodologia
se considera una alternativa importante en la obtencion de energias renovables, dada la
disminucion del suministro de combustibles fosiles y las preocupaciones sobre el aumento
en la concentracion de gases de efecto invernadero. Por su parte, la obtencion de un
producto final tipo lodo estabilizado, permite su utilizacion como fertilizante o enmienda de
suelo (Yu, 2014).

Los reactores de digestion anaerdbica operan cominmente a temperaturas mesoéfilas
(30-40 °C) y termdfilas (50-60 °C), pudiendo distinguirse cuatro etapas en el proceso:

hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis.
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Las bacterias son dominantes en la digestion anaerdbica, comprendiendo hasta el
80% de la diversidad microbiana total (Krause et al., 2008). Los filos comiUnmente
detectados incluyen a los Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Chloroflexi, Nitrospira, Thermotogae, Fusiobacteria, Spirochaetes y Deferribacteres,
mientras que los representantes de las arqueas pertenecen en su mayoria al filo
Euryarchaeota, que incluye todos los metandgenos conocidos (Yu, 2014).

Los grupos bacterianos son responsables de la produccion de acetato de hidrégeno y
dioxido de carbono en las tres primeras etapas, mientras que en la Gltima etapa las arqueas
metanogénicas producen metano a partir de acetato o, alternativamente, de hidrogeno y
dioxido de carbono (Ritari et al., 2012).

La hidrdlisis es uno de los procesos enzimaticos mas importantes que determinan la
eficiencia de la digestion anaerdbica. En esta etapa, los biopolimeros (polisacaridos,
lipidos, proteinas y 4acidos nucleicos) se despolimerizan e hidrolizan en compuestos
monoméricos (azucares, acidos grasos, aminoacidos y nucledtidos). Una comunidad
compleja de bacterias y hongos hidroliticos anaerdbicos se encarga de la degradacion
produciendo enzimas hidroliticas extracelulares como celulasas y xilanasas y disgrega los
biopolimeros complejos en sus unidades estructurales. Las bacterias y hongos involucrados
en esta etapa consisten en subgrupos de Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Firmicutes (por ejemplo, Clostridium y Bacillus) y Neocallimastix (Insam et al., 2010).

El paso de hidrodlisis es seguido por el paso de acidogénesis, también conocido
como paso de fermentacion. Aqui, los compuestos monoméricos se convierten en productos
intermedios como alcoholes, acidos grasos de cadena corta, didéxido de carbono e hidrégeno
molecular. Las bacterias son responsables de la mayoria de las reacciones fermentativas;

los géneros reportados incluyen Lactobacillus y Clostridium. Posteriormente, los productos
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de fermentacion se oxidan en acetato, formiato, hidrogeno y diéxido de carbono
principalmente por bacterias acetogénicas (por ejemplo, Firmicutes) (Yu, 2014).

La metanogénesis es la Ultima etapa de la digestion anaerdbica, donde finalmente se
genera metano, y se lleva a cabo mediante arqueas metanogénicas (Coats et al., 2012). De
los cinco Ordenes de arqueas metanogénicas (Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanomicrobiales, Methanosarcinales y Methanopyrales), s6lo los cuatro primeros son
dominantes en la digestion anaerébica (Insam et al., 2010; Yu, 2014).

Algunas limitaciones de esta tecnologia son la necesidad de disponer de tierras
agricolas para aplicar el digestato (porcion liquida del remanente); la conversion de
nitrogeno organico en amoniacal, que aumenta las pérdidas potenciales de nitrégeno
durante la aplicacion a campo; y la disponibilidad de una red de energia para poder vender

los excedentes energeéticos.
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1.3 Hipotesis
A partir de esta informacion hipotetizamos que la aplicacion de residuos avicolas crudos en
suelos agricolas producira un disturbio diferencial en la estructura de su comunidad
bacteriana, que dependera del tipo de residuo utilizado. A su vez, el impacto generado por
estos residuos disminuira al realizar un tratamiento de los mismos, permitiendo la
obtencién de enmiendas seguras.

Para probar estas hipotesis, se evaluaron los parametros fisicoquimicos vy
ecotoxicologicos de los residuos, crudos y tratados, y del suelo, asi como tambien la
composicion de las comunidades bacterianas de las muestras antes descriptas, con el

objetivo de:

o Caracterizar residuos avicolas crudos y tratados, a escala experimental;

o Evaluar el efecto de la aplicacion de residuos avicolas crudos sobre suelos

agricolas
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2 Materiales y métodos

2.1 Residuos crudos

El guano de ponedoras (M) y la cama de pollo (L) fueron colectados de dos granjas con
20.000 y 30.000 aves respectivamente, ubicadas en la localidad de Crespo, Entre Rios,
Argentina.

Las muestras fueron colectadas por triplicado para cada tipo de residuo. Para lograr
muestras representativas de la variabilidad espacial del galpén, las muestras
correspondientes al guano de ponedoras fueron obtenidas a partir de submuestreos
realizados en tres areas y profundidades diferentes de las piramides de guano ubicadas
debajo de las jaulas de las gallinas ponedoras.

La cama de pollo muestreada estaba conformada por cascara de arroz y, de forma
similar a las muestras de guano, estas muestras consistieron en un conjunto de submuestras
colectadas de la periferia y centro de una pila de cama de pollo, que se encontraba fuera del
galpdn de produccion y que habia sido utilizada en tres ciclos productivos de crecimiento

aviar.

2.2 Efectos de la aplicacion de residuos avicolas sobre suelos agricolas

El muestreo de campo se realizd en Crespo, Entre Rios, Argentina; donde se eligieron lotes
con caracteristicas edaficas equivalentes, en los que se realizaban aplicaciones de residuos
avicolas como enmiendas organicas. La region tiene un clima subhumedo (precipitacion
anual = 1000 mm) y un clima templado (temperatura anual =~ 18,3 °C). El suelo pertenece a
los Argiudoles vérticos de la Serie Crespo. La textura del horizonte A corresponde a franco

arcillo limosa con 354 y 614 g Kg* de arcilla y limo, respectivamente (Plan Mapa de
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Suelos, 1998). Adicionalmente, los ciclos productivos realizados en los lotes seleccionados
fueron similares y caracteristicos de la zona de produccién agricola, encontrdndose
rotaciones de trigo / soja - maiz.

Este muestreo de suelo involucré tres tratamientos con tres repeticiones cada uno:
(1) parcela con suelo control, es decir suelo sin enmiendas agregadas (SC); (2) parcela con
suelo + guano de ponedoras (10 Tn/ha/afio) (SM); (3) parcela con suelo + cama de pollos (6
Tn/ha/afio) (SL). Para los casos 2 y 3, las aplicaciones de los residuos avicolas fueron
realizadas de forma intermitente, durante los ultimos 10 afios, alternando afio a afio entre la
aplicacion de un residuo avicola (guano o cama de pollo) y fertilizacion inorganica de
nitrégeno (150 Kg ha™ urea en promedio). La Gltima aplicacion de residuo avicola se habia
realizado una semana antes de la siembra de maiz (Zea mays), siguiendo las practicas de
manejo tipicas de la region.

Las muestras de suelo fueron colectadas en el estadio V3, o tercera hoja, del maiz
en Octubre de 2018. Las mismas se tomaron por triplicado, a una profundidad de 0-10 cm,
utilizando para la formacion de cada muestra, 10 posiciones diferentes por parcela mediante
barreno de 5 cm de didmetro. Para evitar la contaminacion, el barreno se limpi6 con alcohol
etilico al 70 % y se enjuagé completamente con agua estéril después de la toma de muestras
de cada parcela.

Luego, cada muestra se dividid en dos partes: una se almacen6 a 4 °C para el

analisis fisicoquimico y la otra se almacené a -80 °C para la extraccién de ADN.
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2.3 Residuos tratados

Se recolectd guano en una granja automatizada de gallinas ponedoras ubicada en la
localidad de Hurlingham, Buenos Aires. Al mismo se le descartaron plumas y particulas
gruesas e inorganicas como piedras. Se fraccion6 la muestra para realizar tres tratamientos:

guano crudo, guano compostado y guano digerido anaerébicamente.

2.3.1 Guano crudo

Se tomaron seis muestras del guano, tres para el analisis fisicoquimico, que se guardaron a
4 °C hasta su utilizacion, y tres fueron utilizadas para el analisis de las comunidades

microbianas. Estas ultimas se guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.

2.3.2. Guano compostado

Tres pilas de compostaje de 2 m® (1.5m x 1.5m x 1m) fueron armadas mezclando guano de
ponedoras (40%), marlo (20%), aserrin (20%) y viruta de madera (20%) (C:N inicial = 23.5
+ 5.7% y un contenido de humedad 72.4 + 1.6%) en un campo experimental del
Laboratorio de Tratamientos de Residuos (LTR) del Instituto de Microbiologia y Zoologia
Agricola (IMyZA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Hurlingham, Argentina. Las pilas se voltearon manualmente cada 3 dias durante la primera
fase de descomposicidn activa del proceso y cada 5 dias cuando la temperatura interna de la
pila alcanz6 la temperatura ambiente (etapa de maduracion). El contenido de humedad se
mantuvo mediante riego y teniendo en cuenta los aportes de agua de lluvia.

Cada pila de compostaje fue considerada una unidad experimental (n = 3 pilas). El

muestreo se realizé a los 83 dias tomando tres submuestras en ubicaciones diferentes de
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cada pila. Estas fueron homogeneizadas hasta obtener una muestra representativa de
aproximadamente 1 Kg, de acuerdo a especificaciones estandarizadas (USDA y USCC,
2001). De alli se tomaron muestras para el andlisis fisicoquimico que se mantuvieron a 4

°C, y muestras que se mantuvieron a -80 °C para el analisis de comunidades microbianas.

2.3.3. Guano digerido anaerébicamente

El digestato utilizado se obtuvo de un reactor anaerdbico de flujo continuo a escala piloto
alimentado con el guano de ponedoras (volumen = 20 L), instalado en el LTR IMyZA-
INTA Castelar. Las muestras fueron tomadas por triplicado y mantenidas a 4 °C para ser
utilizadas para el anélisis fisicoquimico, o a -80 °C para los analisis de comunidades

microbianas.

2.4 Analisis

2.4.1 Andlisis de las propiedades fisicogquimicos

La caracterizacion fisicoquimica de los residuos avicolas crudos (M y L) se realizo
siguiendo métodos estdndar (USDA y USCC, 2001). Se evaluaron los siguientes
parametros fisicoquimicos: materia seca (MS), materia organica (MO), nitrogeno total
Kjeldahl (NT), pH, conductividad eléctrica (CE), N-nitrato (N-NOs ) y N-amonio (N-
NH,") y fosforo total (PT). La actividad bioldgica se midid utilizando el indice de
respiracion estatica (IRE) (lannotti et al., 1993; USDA y USCC, 2001).

Para las muestras de suelos (SC, SM y SL) se evaluaron los siguientes parametros
fisicogquimicos segun métodos estandar (SAGyP y AACS, 2004): MO, MS, NT, pH, CE, N-

NOsz~ y N-NH,", PT y fosforo extraible (Bray-Kurtz 1) (Pe) .
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Finalmente, para las muestras de residuos tratados se determinaron los mismos
parametros y utilizando las mismas metodologias que las descriptas para los residuos
crudos, agregando la cuantificacién de metales (Cr, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd, Pb)
utilizando un espectrémetro de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) con
celda de colision (Agilent, modelo 7500cx). Los analisis fisicoquimicos de los residuos
tratados formaron, también, parte del trabajo de tesis doctoral del Ing. Agr. Pedro Rizzo

(Rizzo, 2020).

2.4.2 Ensayo de fitotoxicidad

Se llevaron a cabo pruebas de toxicidad aguda de los residuos avicolas en semillas de
diferentes especies utilizando el protocolo descripto por Young et al. (2016). Para ello se
prepararon extractos acuosos mezclando una muestra de guano o cama de pollo con agua
desionizada (1:10 p/v) para evaluar las sustancias extraibles en agua presentes en los
lixiviados o en las aguas de escorrentia. Se utilizaron semillas no tratadas quimicamente de
cinco especies como organismos de prueba: lechuga (Lactuca sativa variedad “Gallega”),
rabanito (Raphanus sativus variedad “Puntas blancas™), zapallito (Cucurbita maxima
variedad “Veronés”), racula (Eruca sativa) y achicoria (Cichorium intybus).

Se realiz6 un disefio experimental completamente aleatorizado con tres tratamientos
para cada especie vegetal (n = 15). Los tratamientos consistieron en extractos acuosos de
guano de gallinas ponedoras, cama de pollo parrillero y agua desionizada (control
negativo), evaluandose cada uno de ellos por triplicado. Diez (C. maxima) o quince (L.
sativa, R. sativus, E. sativa, C. intybus) semillas fueron expuestas a 4 ml de extracto en

placas de Petri con papel de filtro (Munktell AB Box 300, SE-790 20 GRYCKSBO,
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Suecia) durante 120 h. Se utilizaron un total de 630 semillas en estos experimentos llevados
a cabo en condiciones controladas (22 + 1 ° C en oscuridad).

Después de la exposicion, se registré el nimero de semillas germinadas y la
longitud de la radicula para determinar los porcentajes de inhibicién de la germinacion de
las semillas y de inhibicion del alargamiento de la radicula. Ademas, se calcularon dos
indices de fitotoxicidad: indice de crecimiento relativo (RGI; Eg. 1) e indice de
germinacién (Gl; Eq. 2), siguiendo a Alvarenga et al. (2007) y Zucconi et al. (1981)
respectivamente. Los valores de RGI entre 0 y 0,8 se clasifican como inhibicion del
alargamiento de la radicula (1), los valores >0,8 y <1,2 como efecto no significativo (NSE)
y los valores > 1,2 como estimulacion del alargamiento de la radicula (S) (Young et al.,
2012). Por su parte, se consideraron a los valores de Gl inferiores al 80% como indicadores

de inhibicion (Tiquia et al., 1996).

RGI =222 Eq. 1
RLC
GI (%) = RGI x 222 % 100 Eq. 2
GSC

Donde RLPS es la longitud de la radicula al exponer las semillas a los extractos de
residuos avicolas (guano o cama), RLC es la longitud de la radicula en el control negativo,
GSPS es el numero de semillas germinadas al exponerlas a extractos de residuos avicolas

(guano o cama) y GSC es el numero de semillas germinadas en el control negativo.
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2.4.3. Andlisis de la estructura de las comunidades microbianas

2.4.3.1 Extraccién de ADN

Todas las muestras se almacenaron a -80 °C para el analisis molecular. Las extracciones de
ADN de dichas muestras se realizaron utilizando el kit comercial QIAmp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el
fabricante. EI ADN se almacend a -20 °C hasta ser utilizado en la secuenciacion. Un total
de 24 muestras de ADN (2 residuos avicolas crudos (M y L), 3 muestras de suelo (SC, SM
y SL) y 3 muestras de residuos tratados), con 3 réplicas por tratamiento, se utilizaron para

el analisis de la comunidad bacteriana basada en el gen ARNr 16S.

2.4.3.2 Amplificacion de la region V3-V4 del gen ARNr 16S vy

secuenciacion por Illumina

La amplificacion por PCR se realiz6 utilizando Fluidigm Access Array (Fluidigm
Corporation, South San Francisco, EE.UU.) en combinacién con el kit Roche High Fidelity
Fast Start Kit (Roche, Basilea, Suiza) siguiendo a Lange et al. (2014). Para ellos se
prepararon 3 pL de master mix para la PCR que contenia 0.5 pL de buffer 10x sin MgCl,
(Roche High Fidelity Fast Start Kit), 0.9 uL 25 mM MgCl,, 0.25 uL DMSO, 0.25 pL 20x
Access Array Loading Reagent (Fluidigm Corporation, South San Francisco, EE.UU.), 0,1
uL de dNTP 10 mM cada uno (Roche High Fidelity Fast Start Kit), 0,05 puL Fast Start High
Fidelity Enzyme Blend (5 U / uL) (Roche High Fidelity Fast Start Kit) y 1 pL de mezcla de
cebadores especificos para la region V3-V4 del gen de ARNr 16S (250 nM cada uno, 341F:

5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3 "y 805R: 5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3").
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Se agregaron a estos 3 pL de master mix de PCR, 1 pL de ADN y 1 pL de dobles
indices (mezcla equimolar 2 uM de indice 1 (i7) e indice 2 (i5)).

La PCR se realizd en un termociclador Veriti (Applied Biosystems). El perfil
térmico utilizado fue de 95 °C por 10 min, seguido de 10 ciclos a 95 °C durante 15 s, 55 °C
durante 30 sy 72 °C durante 60 s, 2 ciclos a 95 °C durante 15 s, 80 °C durante 30 s, 55 °C
durante 30 sy 72 °C durante 60 s, 8 ciclos a 95 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C
durante 60s, 2 ciclos a 95 °C durante 15 s, 80 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C
durante 60 s, 8 ciclos a 95 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 60 s, 5
ciclos a 95 °C durante 15 s, 80 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 sy 72 °C durante 60 s y
un paso de finalizacion a 72 °C durante 5 min.

Se mezclaron cantidades iguales de cada amplicon de PCR y la mezcla fue
purificada utilizando perlas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion de la biblioteca combinada se cuantifico
usando Qubit y se analizé en Fragment Analyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.). La
concentracion final de la biblioteca se diluyé a 6 pM con ~ 20% de PhiX afiadido debido a
la baja diversidad de bases. La biblioteca combinada final se secuencio en Illumina MiSeq
con un kit de reactivos de secuenciacion MiSeq v2 para obtener lecturas pareadas de 250 pb
en la Unidad de Gendémica (UGB) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

(INTA, Hurlingham, Buenos Aires, Argentina).

2.4.3.3 Analisis de amplicones del gen ARNr 16S.

Se analizaron por separado los residuos avicolas crudos, las muestras de suelo y los

residuos tratados. Las lecturas sin procesar se analizaron con el software QIIME2 (version
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2018.2). El control de calidad y la eliminacion de ruido se realizaron utilizando el algoritmo
Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADAZ2) (Callahan et al., 2016). DADAZ2
utiliza un modelo paramétrico para inferir secuencias bioldgicas verdaderas a partir de
lecturas, elimina quimeras y secuencias de baja calidad. A continuacién, las lecturas se
desreplican y se infieren las variantes de la secuencia de amplicones (ASV).

Las secuencias representativas se clasificaron utilizando un clasificador naive Bayes
previamente entrenado para la region VV3-V4 de la base de datos 99% SILVA v.128.
Los ASVs se alinearon con mafft (Katoh et al., 2002) y se colocaron en un arbol
filogenético con fasttree (Price et al., 2010). Las métricas de diversidad alfa (ASVs
observadas, Faith PD, indice de diversidad de Shannon y uniformidad de Pielou) y los
indices de distancia de diversidad beta (Bray Curtis, Jaccard, UniFrac ponderado y UniFrac
no ponderado) (Lozupone y Knight, 2005) se calcularon despues de que las muestras fueran

rarificadas a la maxima profundidad en la que todas las muestras estuvieran representada.

2.4.3.4 Accesiones de las secuencias

Las secuencias sin procesar del gen ARNr 16S que se utilizaron en este capitulo de la tesis
han sido depositadas en el Short Read Archive del NCBI y estan disponibles alli con los

numeros de acceso PRINA689563 y PRINA741529.

2.4.4. Andlisis estadistico

Los parametros fisicoquimicos se analizaron mediante andlisis de varianza de una via
(ANOVA) y se utilizé la prueba de Tukey cuando se observaron diferencias entre medias (p

< 0,05). Los datos se procesaron en el software InfoStat (InfoStat/L 2008) (Di Rienzo et al.,
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2016). De manera similar, para los parametros ecotoxicoldgicos, se utiliz6 ANOVA para
probar las diferencias entre el guano y la cama de pollos para cada especie de semilla
evaluada.

El analisis microbiano se complementd con un analisis de composicién de
microbiomas (ANCOM) realizado en diferentes niveles taxonémicos para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas en la abundancia relativa de cualquier
taxon entre tratamientos (Mandal et al., 2015). Los resultados se expresaron utilizando la
distribucion empirica de W de los andlisis de grupos y los resultados se representaron como
un diagrama de volcén (volcano plot).

Los andlisis estadisticos para matrices de distancia de diversidad alfa y beta se
completaron utilizando QIIMEZ2. Se graficaron los indices de alfa diversidad en diagramas
de caja y se realizd la prueba de Kruskal-Wallis para estimar diferencias entre medias.

Las correlaciones entre los indices de diversidad alfa y los parametros
fisicoquimicos y fitotdxicos se calcularon usando la correlacion de Spearman.

Las matrices de distancia de diversidad beta se utilizaron para realizar un analisis de
coordenadas principales (PCoA) mediado por QIIME2 y se evalué mediante analisis
multivariado permutacional de varianza (PERMANOVA, con 999 permutaciones) la

significancia entre los grupos.
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3 Resultados
3.1 Residuos crudos

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas de los residuos crudos

Se observaron diferencias en las propiedades fisicoquimicas de los residuos avicolas (Tabla
3.1). Las muestras de cama mostraron valores mas altos de MS, MO, pH y N-NOs;
mientras que las muestras de guano lo hicieron para CE y N-NH,". Por su parte, tanto el
guano como la cama de pollo mostraron valores elevados de IRE, lo que indica que ambas

muestras no eran bioldgicamente estables (> 0.5 mg O, g MO™ h').

Tabla 3.1. Propiedades fisicoquimicas de los residuos avicolas.

Muestras
Parametro

Guano de ponedoras Cama de pollo
IRE (mg O, g*MO h?) ns 2,87+0,91 2,31+0,33
MS (%) *k 38,52+4,8 76,4916,72
MO (%) Fkk 55,17+0,57 74,80+2,27
NT (%) ns 4,05+1,68 1,72+0,43
pH *k 7,60£0,2 8,43+0,23
CE (mS cm™) *x 9,24+0,79 5,65+0,55
N-NH;" (mg kg™) * 127,83+61,17 14,3748,19
N-NOs (mg kg™) * 3,800 22,18+22,86
PT (mg kg™) ns 10378,73+2077,67 7456,91+564,15

Resultados del analisis estadistico entre muestras usando ANOVA de una via: ns = no significativo;
*=p<0,05; ** =p<0,01; *** = p <0,001. Valores promedio (n=3) = DE. IRE= indice
respirométrico estatico; MS = Materia seca; MO = materia organica; NT = nitrégeno total Kjeldahl,
CE = Conductividad eléctrica; N-NH," = N-amoniacal; N-NO3” = N-nitrato; PT = Fosforo total.
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3.1.2 Ensayos de fitotoxicidad

Los indices de fitotoxicidad y los puntos finales toxicolégicos permitieron observar la
diferencia de sensibilidad entre las especies de plantas evaluadas. La lechuga fue la especie
mas sensible cuando se expuso a ambos residuos avicolas, mostrando el menor porcentaje
de germinacion y longitud de radicula, lo que indica una fuerte inhibicién (Tabla 3.2). En
contraste, el zapallito fue la especie mas tolerante, mostrando una leve inhibicién en la
germinacién pero una estimulacion en el alargamiento de la radicula. Ademas, cuando se
compararon los resultados de los dos residuos avicolas (M y L), se observo que el guano
fue mas toxico que la cama para las cinco especies estudiadas, segun el indice de
fitotoxicidad y el punto final de toxicidad. Sin embargo, este efecto fue significativamente
diferente en la germinacion de semillas de lechuga y zapallito, en la elongacion de radicula

y RGI de lechuga y achicoria, y en Gl de lechuga, rdcula y achicoria.
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Tabla 3.2. Puntos finales de toxicidad e indices de fitotoxicidad medios (+ DE) para cada

especie de planta expuesta a extractos acuosos de guano y cama de pollos.

Especie Muestra Inhibicién de Inhibicion indices de Fitotoxicidad
germinacion de  elongacion de

semillas (%) radicula (%) Gl RGI
Lactuca Cama 53,5 +10,7° 71,2 £ 2.4 13,6 + 4,1° (1) 0,29 +0,02° (1)
sativa Guano 86,0 +12,1° 953 +1,6° 0,7+0,8"(I) 0,05 +0,02° (1)
Eruca Cama 14,6 +11,2° 53,7+228  37,9+132°(l) 0,46 + 0,23 (1)
saiva Guano 19,5 + 26,4° 90,3 +6,0° 8,8 +7,4"(l) 0,10 £ 0,06° (1)
Raphanus Cama 2,2+3,8 46,7 £10,7° 51,8 +8,3%(I) 0,53+0,11° (1)
sativus Guano 6,7 +6,7° 59,8 + 20,3 38,4 +21,8 (1) 0,40 £ 0,20% ()
Cichorium Cama 6,1 +5,2° 33,4+13,2° 62,8 +14,0° (1) 0,67 £0,13* ()
intybus Guano 24,2 +13,9° 84,5+ 16,8 13,1 +16,0° (1) 0,15 +0,17° (1)
Cugu_rbita Cama 6,9 +10,3 -37,5+42,2*  130,4 +49,6° (S) 1,37 £0,42% (S)
maxima Guano 49,4 +8,0° -23,8+153 62,7+ 135°(1) 1,24 +0,15° (S)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p < 0,05) para cada criterio de
valoracién de toxicidad o indice de fitotoxicidad evaluado en cada especie de planta. RGI = indice de
crecimiento relativo; Gl = indice de germinacion; I = inhibicién; NS = ningun efecto significativo; y S
= estimulacion.

3.1.3 Estructura de las comunidades bacterianas de residuos avicolas

Las pruebas de abundancia diferencial realizadas con ANCOM revelaron dos filos
(Gemmatimonadetes y Cloacimonetes), cuatro clases (Longimicrobia, Gemmatimonadetes-
S0134 grupo terrestre, Coriobacteriia y Acidimicrobiia), un orden (Rhodospirillales), cuatro
familias (Rhodospirillaceae, Chitinophagaceae, Coriobacteriaceae y una familia no
cultivada perteneciente a Clostridia MBAO3) y dos géneros (uno no cultivable de la familia
Rhodospirillaceae y Proteiniphilum) que fueron diferencialmente abundantes entre los

residuos avicolas estudiados (Figura 3.1 y Tabla 3.3).
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Figura 3.1. Diagrama de volcan y gréaficos de caja a nivel de filo (A) y género (B) de residuos
avicolas. Los puntos rojos en los diagrama de volcan representan taxones con diferencias
estadisticamente significativas entre los residuos avicolas. La abundancia relativa de estos taxones

se representa en la grafica de caja ubicada debajo.

Los principales filos presentes en los desechos avicolas (L y M) fueron
Bacteroidetes (29,97% + 15,30% para L y 34,04% * 12,89% para M) y Proteobacterias
(42,42% = 10,09% y 38,09% =+ 14,08% respectivamente). Particularmente para el guano
(M) se observaron mayores niveles de Firmicutes, con mas del 23% de las bacterias

pertenecientes a este filo (Figura 3.2A).
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Tabla 3.3. Taxa con diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes residuos

avicolas.
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Clasificacion Taxondmica

Guano

Cama

Valor del

diferencias de

(% Ab. Rel.) (% Ab. Rel.) estadistico W medias clr
Filo
Gemmatimonadetes 0,01+0,01 1,48+0,98 9 139,85
Cloacimonetes 0,53+0,80 0+0 8 47,91
Clase
Longimicrobia 0,01+0,01 1,21+1,03 11 32,18
Gemmatimonadetes; S0134 00 0,25+0,09 10 37,73
terrestrial group
Acidimicrobiia 0,01+0,01 0,06+0,01 3 71,37
Coriobacteriia 0,04+0,01 0,01+0,01 3 101,40
Orden
Rhodospirillales 0,01+0,01 8,36+4,85 56 440,02
Familia
Rhodospirillaceae 0,01+0,01 8,36+4,85 54 351,39
Chitinophagaceae 2,18+0,74 0,1+0,02 3 487,49
Coriobacteriaceae 0,04+0,01 0,01+0,01 2 242,96
Clostridia; MBAO3; 0,11+0,04 0,01+0,01 3 159,31
uncultured
Género
Rhodospirillaceae; 0,01+0,01 8,26+4,79 87 407,08
uncultured
Proteiniphilum 5,73+1,91 0,01+0,01 19 319,39

Abundancia relativa (Ab. Rel.) por tratamiento expresada en porcentaje (%) como la media (n=3) +

DE. CIr: centered log-ratio.
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Las principales familias encontradas en las muestras L y M fueron
Sphingobacteriaceae (17,81% + 10,99% y 5,75% + 5,97% para L y M respectivamente),

Flavobacteriaceae (2,66% + 1,31% y 13,26% + 6,78%) y Porphyromonadaceae (2,66%

I+

1,31% y 13,26% * 6,78%) pertenecientes a Bacteroidetes. Xanthomonadaceae (10,1%

I+

453% y 8,68% + 7,5%), Halomonadaceae (10,58% =+ 1,44% y 2,54% = 1,34%),
Rhodospirillaceae (8,36% + 4,85% y 0,01% + 0,01%) y Alcaligenaceae (3,31% + 0,88% y
3,15% =+ 0,36% ) perteneciente a Proteobacterias; y Clostridiales-Familia X1 (0,22% + 0,2%
y 2,93% £ 0,47%), Staphylococcaceae (1,35% = 0,22% y 0,89% £ 0,99%) y Bacillaceae

(9,05% + 12,4% vy 4,71% * 2,77%) pertenecientes a Firmicutes (Figura 3.2B).
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Figura 3.2. Gréfico de barras de la estructura de las comunidades de residuos avicolas a nivel
filo (A) y familia (B). M: guano, L: cama de pollos. R1, R2 y R3 representan tres réplicas

diferentes para cada tratamiento. Cada color representa taxones particulares.
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El andlisis de diversidad de las comunidades bacterianas (Figura 3.3) presentes en
las muestras, no mostro diferencias entre ambos tipos de residuos avicolas usando Kruskal-
Wallis, p > 0,05 (ASVs observados: p = 0,83; Faith-pd: p = 0,83; indice de Shannon, p =

0,28; uniformidad de Pielou: p = 0,28).
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Figura 3.3. Diagramas de caja de las ASVs observadas (A) e indice de Shannon (B) para los
residuos avicolas evaluados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos.

Adicionalmente, se calcularon los coeficientes de correlacion lineal de Spearman
entre los parametros de diversidad alfa de los residuos avicolas y los parametros
fisicoquimicos y fitotdxicos. Los resultados completos se muestran en el Apéndice 3.1.
Solo se encontrd una correlacion negativa de Spearman estadisticamente significativa entre
las ASVs observados y Faith PD con N-NO3’ presente en las muestras (p = -1, p = 0,0001);
y entre el indice de Shannon con los indices Gl y RGI del zapallito (Cucurbita maxima) (p

=-0,8857, p=10,0188 y p =-0,8286, p = 0,0416 respectivamente).
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Los andlisis de beta diversidad no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras de los dos tipos de residuos avicolas estudiadas, cuando se
analizaron las distancias UniFrac ponderada (pseudo-F = 4,21; p = 0,101), UniFrac no
ponderada (pseudo-F = 2,522; p = 0,125) (Figura 3.4), Jaccard (pseudo-F = 2,611; p =

0,095) o Bray-Curtis (pseudo-F = 5,262; p = 0,102).
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Figura 3.4. Graficos 3D del PCoA a partir de métricas UniFrac ponderadas (A) y no
ponderadas (B) para residuos avicolas. Cada punto representa una muestra evaluada.

3.1.4 Efectos de la aplicacion de residuos avicolas en suelos agricolas

3.1.4.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Las muestras de suelo no mostraron diferencias en su contenido de MO, NT, N-NH,;" y N-
NO3z  (usando ANOVA de una via, p > 0.05). Sélo se encontraron diferencias en el
tratamiento con aplicacion de guano (SM) observandose modificaciones en los patrones

fisicoguimicos con aumentos de pH, CE, Pe y PT (Tabla 3.4).
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Parametro Muestras

Suelo Control Suelo + Cama Suelo + Guano
MS (%) *x 87,73+0,93° 84,29+0,54° 82,55+0,25%
MO (%) ns 7,38+0,37 7,37£0,79 7,72£0,13
NT (%) ns 0,37+0,05 0,26+0,23 0,18+0,17
pH >k 6,22+0,29 5,98+0,06° 7,22+0,13"
CE (mS cm™) *x 0,09+0,042 0,14+0,04° 0,27+0,03°
Pe (mg kg™) *x 28,90+13,992 39,48+29,33* 128,60+19,95"
N-NH," (mg kg™) ns 0+0 0+0 0.67+1,16
N-NO; (mg kg™) ns 0+0 1,66+2,88 0+0
PT (mg kg™) Hxx 239,10+8,49%  304,07+19,07° 801,99+79,39"

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras basados en ANOVA de
una via: ns = no significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Valores promedio (n=3)
+ DE. MS= materia seca; MO = materia organica; NT = nitrégeno total Kjeldahl; CE =
conductividad eléctrica; Pe = fosforo extractable; N-NH," = N-amoniacal; N-NO; = N-nitrato; PT =
fosforo total.

3.1.4.2 Estructura de comunidades bacterianas de suelos

Las pruebas de abundancia diferencial con ANCOM no revelaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de suelo.

Los principales filos presentes en los suelos fueron Acidobacteria (9,82% + 1,61%,
15,5% + 7,32% y 15,76% + 4.23% para SC, SL y SM respectivamente), Actinobacteria
(50,36% £ 5,19%, 31,83% + 18,53% y 19,72% = 3,85%) y Proteobacterias (19,41% +
1,43%, 25,25% + 3,82% y 30,4% + 6,98%) (Figura 3.5A).

Las familias mas abundantes presentes en las muestras de suelo fueron:

Acidimicrobiales no cultivados (4,59% = 1,23%, 2,88% + 1,15% y 3,07% + 1,19% para
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SC, SL y SM respectivamente), Micromonosporaceae (3,26% =+ 0,8%, 1,52% = 1,02%, y
0,96% + 0,56%) y Gaiellaceae (8,13% + 0,62%, 5,95% % 2,93% y 2,12% + 0,41%),
pertenecientes a Actinobacterias. Blastocatellaceae (Subgrupo 4) (3,17% £ 0,59%, 3,26% +
1,34% vy 3,41% + 1,09%), Acidobacterias (subgrupo 6 sin cultivar) (1,66% + 0,45%, 2,57%
+0,8% y 5,52% + 1,5%) y Solibacteraceae (Subgrupo 3) (0,89% = 0,39%, 3,41% * 2,93%
y 1,91% £ 1,88%), perteneciente a Acidobacterias; Gemmatimonadaceae (4,17% =+ 0,43%,
527% + 147% vy 5,64% =+ 0,39%) pertenecientes a Gemmatimonadetes; vy
Sphingomonadaceae (2,56% + 0,08%, 4,42% + 17% y 198% + 1,09%), vy
Nitrosomonadaceae (0,86% = 0,48%, 2,12% + 0,79% y 3,91% = 1,34%), pertenecientes a

Proteobacterias (Figura 3.5B).
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Figura 3.5. Graficos de barras de la estructura de comunidades microbianas presentes en
suelos a nivel de filo (A) y familia (B). SL: suelo + cama; SM: suelo + guano, SC: suelo control.
R1, R2 y R3 representan tres réplicas diferentes por tratamiento. Cada color representa taxones

particulares.
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Los pardmetros de alfa diversidad (Figura 3.6) mostraron diferencias
estadisticamente significativas unicamente entre las muestras del suelo con camay el suelo
control usando Kruskal-Wallis para los parametros ASVs observadas (p = 0,049), Faith-pd
(p = 0,049) e indice de Shannon (p = 0,049). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas al evaluar la uniformidad de Pielou (p = 0,51).
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Figura 3.6. Grafico de caja de las ASVs observadas (A) e indice de Shannon (B) para las
muestras de suelo. Se observan diferencias estadisticamente significativas Unicamente entre las

muestras de suelo tratadas con cama y el tratamiento control.

Adicionalmente, se calculé el coeficiente de correlacién lineal de Spearman entre
los pardmetros de diversidad alfa de los suelos y los posibles factores fisicoquimicos que
influyen sobre ellos. Los resultados completos se muestran en el Apéndice 3.2. Solo se
encontré una correlacion negativa de Spearman (Figura 3.7) estadisticamente significativa

entre las ASVs observadas y el PT presente en las muestras (p = -0,6833, p = 0,0424).
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Figura 3.7. Correlacion de Spearman entre las ASVs observadas y el PT de muestras de

suelo.

Los andlisis de beta diversidad (Figura 3.8) lograron revelar diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de suelo al evaluar las distancias Jaccard
(pseudo-F = 1,301; p = 0,008), Bray-Curtis (pseudo-F = 1,895; p = 0,002) y UniFrac no
ponderada (pseudo-F = 1,417; p = 0,004). Para el caso de la distancia UniFrac ponderada,

no se observaron diferencias estadisticamente significativas (pseudo-F = 1,516; p = 0,147).
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Figura 3.8. Graficos 3D del PCoA a partir de métricas UniFrac ponderadas (A) y no
ponderadas (B) para muestras de suelo. SL: suelo + cama; SM: suelo + guano, SC: suelo control.

Cada punto representa muestras particulares.

3.2 Residuos tratados

3.2.1 Propiedades fisicoquimicas

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos de las enmiendas evaluadas se muestran en la
Tabla 3.5. Las propiedades de las enmiendas fueron diferentes al comparar los principales
parametros (estabilidad, madurez, calidad agronémica y contenido de metales).

El guano crudo presento los valores mas altos de IRE, encontrandose por encima de
los umbrales esperados segun la regulacién argentina (SCyMA, 2019; SCyMA y SENASA,
2019), asi como el mayor contenido de MO (p < 0,05).

El guano y el digestato presentaron valores de pH ligeramente alcalinos y valores de
CE significativamente superiores a los obtenidos en el compost (p < 0,05).

El digestato mostré valores significativamente mayores de NT y PT, cuando éstos
se expresan en base seca (p < 0,05). A diferencia del compost, el contenido de N en el
guano y en el digestato se encontrd principalmente en su forma reducida como amoniaco

(N-NH;"). Por otro lado, el contenido de N en las muestras de compost se presento
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principalmente como N orgénico. El contenido de nitratos fue insignificante en las tres

enmiendas.

El contenido de elementos potencialmente toxicos se encuentra por encima de los

limites establecidos Unicamente en relacion al Zn presente en el guano y compost.

Tabla 3.5. Propiedades fisicoquimicas de las enmiendas crudas (guano) y tratadas (compost y

digerido)
Parametro Unidades Compost Guano Digerido Norma I\-lorrT1a
compost digerido
MS % 80,2 + 2,28 25,0 + 0,47 1,9+0,4°
MO % 30,8 £0,7° 66,0 + 3,3 44,0 +3,1° >20 > 40
PT mg Kg™* DM 9324 + 4342 8743 + 1021° 32436 + 4° Declarar
Pe mg Kg' DM 1441,9+431% 8471,7+3178,6° 1532,0 + 227,1°
NT % DM 1,4+0,5 1,4+0,6° 6,7+1,9° Declarar
pH 7,1+0,1° 7,7+0,1° 8,6 +0,1° 5-85 6,5-85
CE mScm™* 2,3+0,3° 12,2+0,8° 15,5 +0,2° <4  Declarar
N-NH;"* mg Kg™* 0,0+0,0° 8016,1+1367,2° 2312,7+187,1® <400 Declarar
N-NO; mg Kg* 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
IRE mgO,gOMh?  04+0,1b 2,4 +0,6° 1,0 £0,2% <0,5 <0,5
Cr mg Kg™* 16,7 +2,0° 1,4 +0,4® 0,0+0,0° 100 150
Co mg Kg™* 2,9+0,42 1,5+0,0% 0,0+0,0°
Ni mg Kg* 8,2 +0,6° 6,1+0,9° 0,0 +0,0° 30 30
Cu mg Kg™* 55,9 +6,7° 386+1,8° 86,6 + 15,7° 150 150
Zn mg Kg* 406,7 £39,88  379,3 + 34,9 140,5 + 23,5° 300 300
As mg Kg* 3,7+0,4 0,9+0,1° 0,1+0,1° 15 15
Se mg Kg* 0,8 +0,12 0,7 +0,0° 0,0 +0,0°
Mo mg Kg™* 2,0+0,1* 3,9+0,1° 0,0+0,0°
Cd mg Kg* 03+ 0,1 0,1+0,0 0,1+0,1 1,5 1,5
Pb mg Kg* 10,6 + 2,7 1,2+0,4 1,2+0,1 100 100

Norma de compost: SCYMA y SENASA, 2019. Norma de digerido: SCYMA, 2019
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras basados en ANOVA de una via.
Valores promedio (n=3) + DE. MS= materia seca; MO = materia organica; PT = fdsforo total; Pe = fosforo
extractable; NT = nitrdgeno total Kjeldahl; CE = conductividad eléctrica; N-NH," = N-amoniacal; N-NO3z =
N-nitrato; IRE = indice respirométrico estatico.
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3.2.2 Estructura de comunidades bacterianas de residuos tratados

Se detectaron diferencias en la riqueza y la diversidad (alfa diversidad) cuando se
compararon las muestras provenientes de la digestion anaerdbica frente a los otros dos
tratamientos (ASV observadas, p = 0,049; diversidad filogenética de Faith, p = 0,049; y
equitatividad de Pielou, p = 0,049). El indice de diversidad de Shannon no fue
estadisticamente diferente (p = 0,126) (Figura 3.9c y 3.9d).

Por su parte, la diversidad beta, mostrd diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras para todas las métricas de distancia evaluadas: distancia Jaccard (p =
0,006), distancia Bray-Curtis (p = 0,004), distancia UniFrac no ponderada (p = 0,005) y
distancia UniFrac ponderada (p = 0,003). Se realiz6 un andlisis de coordenadas principales
(PCoA) de las distancias UniFrac ponderadas y no ponderadas que puede observarse en las
Figuras 3.9e y 3.9f respectivamente.

Las ASV fueron clasificadas taxonomicamente y la composicion bacteriana de la
comunidad, a nivel de filo, para todos los tratamientos se muestra en la Figura 3.9a. Los
principales filos presentes en las muestras de Compost fueron Actinobacterias (56,34% +
4,65%) y Proteobacterias (16,4% =+ 2,55%). Para las muestras de digestion anaerdbica,
Bacteroidetes (30,35% + 2.68%) y Firmicutes (21,49% = 2,93%) representan mas del 50%
de todos los filos presentes, y en las muestras de Guano se observa mas del 60% de las

bacterias presentes clasificadas como Firmicutes (60.27% + 22,12%) (Figura 3.9a).
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Figura 3.9. Comparacion de las comunidades microbianas provenientes de muestras de guano
de pollo crudas o tratadas (compostaje o digestion anaerodbica). (A) Abundancias relativas de
los taxa a nivel filo para cada tratamiento. (B) Diagrama de volcan de las diferencias en las
abundancias de las ASVs entre tratamientos expresadas a nivel de filo. ASVs diferencialmente
representados se muestran marcados con puntos rojos. (C-D) Métricas de alfa diversidad para cada
tratamiento. Gréficos de cajas para las ASVs observadas (C) e indice de diversidad de Shannon (D).

(E-F) Graficos de PCoA en 3D basados en las distancias UniFrac ponderadas (E) y no ponderadas

(F).

Diferencias en las abundancias relativas de los taxa fueron evaluados utilizando el
estadistico ANCOM revelando diferencias significativas en seis filos, cuatro clases, cuatro
ordenes, tres familias y tres géneros que eran diferencialmente abundantes entre los grupos

(Tabla 3.6).
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Tabla 3.6. Abundancia relativa de los diferentes taxa que mostraron significancia estadistica

en el analisis ANCOM realizado a diferentes niveles entre enmiendas crudas y tratadas.

Digestion

Clasificacion Taxonémica OCompost Anaerdbica 0 Guano Val,or'del difer_encias
(% Ab. Rel.) (%.Ab. Rel.) (% Ab. Rel.)  estadistico W  medias clr

Filo
Chlamydiae 0,45+0,34 0+0 0+0 28 71,39
Cloacimonetes 0+0 4,62+0,47 0+0 35 237,27
Gemmatimonadetes 4,58+2,72 0,04+0,01 0+0 30 55,63
Spirochaetae 0+0 0,94+0,09 0+0 35 138,62
Synergistetes 0+0 11,95+1,94 0+0 38 282,19
Verrucomicrobia 0,18+0,19 5,97+1,20 0+0 34 80,83
Clase
Cloacimonetes Incertae Sedis 0+0 3,86+0,53 0+0 110 432,47
Erysipelotrichia 0+0 1,11+0,27 6,91+3,00 118 64,05
Clostridia 0,46%0,26 18,56+3,21  35,31+14,65 117 53,19
Synergistia 0+0 11,95+1,94 0+0 116 514,75
Orden
Streptomycetales 38,2215,48 0+0 0+0 230 730,73
Erysipelotrichales 0+0 1,11+0,27 6,91+3,00 221 65,73
Synergistales 0+0 11,95+1,94 0+0 225 618,53
Verrucomicrobia; OPB35 0+0 5,07+1,04 0+0 209 500,70
soil group; Ambiguous taxa
Familia
Streptomycetaceae 38,22+45,48 00 00 400 591,28
Rikenellaceae 0+0 16,77+0,92 0+0 377 836,17
Synergistaceae 0+0 11,95+1,94 0+0 373 673,61
Género
Streptomyces 38,21+5,45 00 00 714 470,60
Rikenellaceae; vadinBC27 0+0 16,51+0,91 0+0 687 1079,60
wastewater-sludge group
Thermovirga 0+0 5,04+0,76 0+0 646 728,15

Abundancia relativa por tratamiento expresada en porcentaje (%) como la media £ DE. Clr: centered log-ratio.

Los indices de diversidad alfa mostraron una correlacién con algunos de los
parametros fisicoquimicos evaluados. Se encontraron asociaciones entre la estructura de la
comunidad microbiana y el pH, CE, Cr, Co, Ni, Zn, As, Se, Mo y PT. Por su parte, la MS

mostré correlacion Gnicamente con la equitatividad de Pielou (Apéndice 3.3).
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4 Discusion
4.1 Residuos crudos

Las diferencias encontradas en las propiedades fisicoquimicas entre los residuos avicolas
utilizados mostraron correspondencia con el tipo de material analizado. Por un lado, el
contenido de materia seca (MS) reflejé la composicién de los diferentes residuos, con
valores méas altos para la cama de pollos, que esta compuesta por virutas de madera y
cascaras de semillas, ademas de restos de comida, plumas y excrementos de aves.

El parametro IRE estd directamente relacionado con la estabilidad de los residuos
avicolas y la biodegradabilidad de la MO. En el caso de enmiendas comerciales o residuos
avicolas tratados, se buscan valores inferiores a IRE < 0,5 para su comercializacion, lo que
garantiza su estabilidad. En el caso de las muestras de M y L utilizadas en este estudio, los
valores describen que estos residuos se encuentran en continua modificacion ya que no han
sufrido ningun tipo de tratamiento previo a su aplicacion, como ser compostados o
digeridos anaerdbicamente (Rizzo et al., 2013).

Otro pardmetro que mostrd diferencias entre los residuos avicolas fue la
conductividad eléctrica (CE). Se observaron altos valores de CE para ambos tipos de
residuos, con valores mayores para las muestras de guano (M). La CE permite estimar las
sales presentes en la solucién del suelo (principalmente iones Na*, K*, Ca**, Mg**, CI,
S0,*", pudiendo también contribuir la concentracion de amonio) (Rizzo et al., 2020). Altos
valores de CE indican que podrian generarse cambios en las propiedades fisicoquimicas del
suelo, estrés osmotico y toxicidad ionica, pudiendo afectar la germinacion de los cultivos

asi como procesos de importancia fisioldgica en plantas (Ravindran et al., 2017).

148



Capitulo 3

Cuando los valores de CE en la solucién del suelo se encuentran por encima de 6,0
mS cm™, s6lo algunos cultivos pueden tolerar esos valores de salinidad, especialmente en
las etapas de germinacion y primeras etapas de crecimiento vegetativo. Aunque los valores
de CE pueden variar en los residuos avicolas, dependiendo de los materiales utilizados para
la cama, la alimentacién de los animales y las précticas de manejo, los altos valores
observados en este estudio podrian resultar en pérdidas de rendimiento, dependiendo de la
frecuencia de aplicacion en los suelos agricolas y la cantidad aplicada. En este sentido,
pérdidas de mas del 20% fueron reportadas en cultivos de espinaca y zanahoria al analizar
la aplicacion de guano de ponedoras en tres tipos de suelos diferentes (Mufwanzala y
Dikinya, 2010).

En relacion al pH, la correlacion entre este parametro tanto con la composicion de la
comunidad microbiana como con la disponibilidad de nutrientes en el suelo esta muy bien
estudiada (Neina, 2019). Usualmente, el pH es un buen indicador de la calidad de las
enmiendas, siendo los valores que se encuentran en un rango de neutralidad (desde 5,8 a
8,5) los que favorecen la disponibilidad de nutrientes para los cultivos (Ravindran et al.,
2017). En este sentido, si bien las muestras de cama (L) mostraron pH maés alcalinos que los
presentes en las muestras de guano (M), los valores encontrados se encuentran en el rango
apropiado para su utilizacion como enmiendas de suelo.

Adicionalmente, el pH esta relacionado con otras métricas, como NT, N-NO3z"y N-
NH,". Valores de pH por encima de 7 podrian aumentar las pérdidas de nitrégeno por
volatilizacion del NHs. La mayor proporcion de N presente en el guano y en la cama
proviene del &cido Urico, el cual puede facilmente ser transformado a amonio y, por lo
tanto, ser susceptible a pérdidas de N por volatilizacién (Ashworth et al., 2020). En este

estudio, encontramos menores valores de N-NH;" y mayores de N-NOs™ en la cama de
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pollo, mientras que en las muestras de guano las tendencias encontradas fueron inversas. A
pesar de estas diferencias, las mismas no se vieron reflejadas estadisticamente en los
valores de NT entre ambos tipos de residuos.

Los altos valores descriptos en muchos de los pardmetros estudiados, especialmente
la alta proporcion de nutrientes y CE, alerta de posibles efectos fitotdxicos que podrian
generar pérdidas de rendimiento en los cultivos y representar una fuente potencial de
contaminacion ambiental.

Los puntos finales de ecotoxicidad utilizados en plantas, como los indices de
germinacion de semillas y el alargamiento de las radiculas, permiten cominmente medir la
biodisponibilidad y toxicidad de los contaminantes del suelo (Carvalho Neves et al., 2020;
Young et al., 2016). En este trabajo, se utilizaron cinco especies de plantas para evaluar la
toxicidad de los residuos avicolas, sabiendo que cada especie puede mostrar un nivel
diferente de sensibilidad a los contaminantes. Los indices de fitotoxicidad obtenidos al
exponer estas semillas a los residuos avicolas evaluados, fueron consistentes con los
reportados por otros autores (Ravindran et al., 2017; Young et al., 2016). El zapallito (C.
maxima) fue el Unico que mostrd estimulacion en el indice de crecimiento relativo cuando
se utilizaron extractos de guano o cama de pollo y se observé estimulacion en el indice de
germinacion sélo para el extracto de cama. Inesperadamente, se observd una correlacion
negativa entre los indices de fitotoxicidad del zapallito y el indice de Shannon de los
residuos avicolas utilizados, por lo que disminuciones en la diversidad de los residuos
avicolas se correlacionan con baja toxicidad y podrian estimular el crecimiento y
germinacion de esta especie vegetal. Contrariamente y tal como nuestros resultados lo
muestran para el resto de las especies vegetales, algunos autores informaron que el guano

de ponedoras reduce la cantidad y el peso de los frutos y aumenta el dafio de las hojas y la
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incidencia de plagas en experimentos de campo con cultivos de C. maxima (Zakka et al.,
2016).

La aplicaciéon directa de guano o cama sin tratamiento previo, podria generar
lixiviados con efectos fitotoxicos. En este sentido, varios autores han mostrado dificultades
para reducir la toxicidad provocada por los residuos avicolas aun siendo tratados mediante
compostaje (Komilis y Tziouvaras, 2009; Young et al., 2016) o digestion anaerdbica (Bres
et al., 2018). En el presente trabajo, se demostré que el guano fue més toxico que la cama,
lo que podria estar relacionado con valores mas altos de CE y N-amoniacal, tal como lo
describieron otros autores (Bittsanszky et al., 2015; Young et al., 2012). Su utilizacion sin
tratamiento previo, representa una posible fuente de contaminacion y pérdidas de
productividad. Recientemente, Muhammad et al. (2020) también reportaron riesgos
potenciales asociados a la bioacumulacion de metales en cultivos fertilizados con residuos
avicolas.

El analisis de las comunidades de bacterias presentes en ambos tipos de muestras
(My L), mostraron predominancia de Bacteroidetes y Proteobacteria y, particularmente, las
muestras de M mostraron altos valores de Firmicutes.

El filum Bacteroidetes comprende bacterias ampliamente distribuidas en el
ambiente. Aunque algunas Bacteroides spp. pueden ser patdgenos oportunistas, muchos
Bacteroidetes son especies mutualistas adaptadas al tracto gastrointestinal. Estas bacterias,
realizan conversiones metabdlicas que son esenciales para el hospedador, como la
degradacion de proteinas o polimeros complejos de hidratos de carbono (Wexler, 2007).

Por su parte, las Proteobacteria son un filo importante de bacterias que comprende

una amplia variedad de géneros patdgenos para humanos, animales y plantas. Otras son de
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vida libre (no parasitarias) e incluyen muchas de las bacterias responsables de la fijacion de
nitrégeno (Gupta, 2000).

Por ultimo, los miembros del filo Firmicutes suelen estar presentes en el tracto
gastrointestinal de los animales. Este filo ha sido reportado como copi6trofo, es decir que
presenta mayores tasas de crecimiento en ambientes ricos en C y nutrientes (Urra et al.,
2019).

Las principales familias encontradas en los residuos avicolas fueron miembros
tipicos del tracto gastrointestinal de las aves, que suelen estar implicados en la degradacion
de sustancias alimentarias. Ademas, algunos de ellos podrian ser fuentes potenciales de
contaminacion y mostrar efectos patogenos (Tabla 3.7).

La presencia de estos microorganismos con capacidad de afectar la salud animal,
vegetal y humana, es uno de los principales riesgos de la aplicacion de desechos avicolas
sin tratamiento previo como enmienda en suelos agricolas. Este riesgo resulta mayor en los
entornos artificiales, como los agroecosistemas, dado que son menos diversos que los
ambientes pristinos. Algunas posibles razones para la supresion de patdgenos y
enfermedades en ecosistemas microbiolégicamente diversos es la mayor posibilidad de
encontrar antagonistas, competidores de recursos y depredadores de patdgenos en el suelo,

la rizésfera, las plantas o los animales (van Bruggen et al., 2019).
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Tabla 3.7. Principales familias encontradas en las comunidades de bacterias presente en los

residuos avicolas.

Familia

Descripcion

Bacteroidetes

Sphingobacteriaceae

Flavobacteriaceae

Porphyromonadaceae

Compuesta por ocho especies del género Sphingobacterium.
Algunas se han asociado a bacteriemias, peritonitis e infeccion
respiratoria cronica en pacientes con afeccion subyacente grave y
mostraron resistencia a multiples farmacos (Yang et al., 2013)

Flavobacteria y Pseudomonas, conocidas por causar deterioro en
los alimentos y productos alimenticios (de Beer et al., 2005).

Se sugiere a esta familia con un rol importante en la degradacion
de acidos grasos volatiles (Poirier et al., 2016)

Proteobacterias

Xanthomonadaceae

Halomonadaceae

Rhodospirillaceae

Alcaligenaceae

Familia con 22 géneros, incluidos los fitopatogenos Xylella,
Xanthomonas y Stenotrophomonas, causantes de enfermedades
importantes en cultivos y ornamentales (Huang et al., 2017).

Contiene dos géneros, Halomonas y Deleya. Las halomonas se
aislaron de ambientes salinos, incluidos salares, estuarios
intermareales, el océano abierto y lagos hipersalinos, y exhiben
una tolerancia extrema al NaCl (Vreeland, 1992).

Comprenden diferentes tipos morfolégicos de bacterias
fototroficas que pueden fotoasimilar compuestos organicos
simples en condiciones anaerdbicas. Ampliamente distribuidas en
la naturaleza y en entornos artificiales y pueden ser estimuladas
por la contaminacion (Biebl y Pfennig, 1981).

Se ha reportado al orden Alcaligenes como bacterias portadoras de
genes de resistencia a la tetraciclina e integrones de clase 1
(Agerseg y Sandvang, 2005)

Firmicutes
Clostridiales-Family XI

Staphylococcaceae

Bacillaceae

Presente tipicamente en el guano de aves (Mao et al., 2020)

Comunmente presente en el guano de aves (Videnska et al., 2014)

Ampliamente distribuida en la naturaleza. Presenta resistencia a
los cambios de pH, salinidad y temperatura, asi como a muchos
productos quimicos. Son contaminantes comunes de los hébitats
artificiales (Coleri Cihan et al., 2017).
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Para prevenir la liberacién de microorganismos patogenos y parasitos al medio
ambiente, debe evitarse la aplicacion de residuos crudos en el suelo. En este sentido, se cred
el enfoque "Una salud" para disefiar e implementar herramientas novedosas que permitan
no sélo controlar las enfermedades zoondticas sino también enfocarse en la posible
propagacion de la resistencia a los antibidticos u otras amenazas relacionadas con la
interfaz humano-animal-ecosistema (WHO, 2017).

Como respuesta a esta demanda, el compostaje y la digestién anaerébica son las dos
tecnologias mas estudiadas para el tratamiento de los desechos avicolas y podrian contribuir
a reducir la transferencia de este tipo de contaminante al medio ambiente (Rizzo et al.,

2013; Young et al., 2016).

4.2 Efectos de la aplicacion de residuos avicolas en suelos agricolas

De acuerdo con el analisis de los suelos enmendados con residuos de la produccién aviar,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en algunos de los parametros
fisicoquimicos evaluados.

Los suelos que habian sufrido aplicaciones de guano de ponedoras (SM) mostraron
valores més altos de CE, pH, PT y Pe, que aquellos a los que se les habia aplicado cama de
pollo (SL) o que los suelos control (SC).

Se sabe que en suelos, valores de CE > 4 afectan la productividad de la mayoria de
los cultivos, siendo recomendados valores inferiores a 1 en la solucion del suelo. Como se
mencionod anteriormente, la alta frecuencia de aplicacion o altas dosis de residuos avicolas
con alta CE podria aumentar la salinidad del suelo y causar inhibicion en el crecimiento de

las plantas (Burton y Turner, 2003).
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Nuestros resultados mostraron que, aunque ambos residuos avicolas tenian valores
de CE superiores a 4, su aplicacion al suelo no incremento los valores de CE por encima de
1. El tratamiento SM mostr6 los valores de CE mas altos y el de SL no mostro diferencias
estadisticamente significativas con el suelo control. Ya en 1985, Barth (1985) propuso que
a pesar de los beneficios de los abonos organicos, que aportan micro y oligoelementos que
necesitan las plantas, su aplicacion aumentard la conductividad eléctrica del suelo.
Particularmente para los desechos avicolas, esto tambien puede atribuirse estrechamente al
tipo de alimento que consumen estas aves, que es rico en calcio, fésforo y potasio
(Alabadan et al., 2009).

En relacion al pH, solo se observaron cambios en el tratamiento SM y no en el SL
con respecto al suelo control, aun cuando la cama de pollos mostro valores mas altos que el
guano de ponedoras para este parametro. Los efectos de estos residuos en el pH del suelo,
probablemente dependan de las tasas de aplicacion y del tipo de suelo (capacidad buffer),
por lo que las diferencias encontradas entre tratamientos podrian deberse a la diferencia en
las frecuencias y cantidad de residuo aplicado.

Es importante resaltar que si bien se observé un aumento en el pH del tratamiento
SM, este no supera el valor de 8,5. Tal como ya fue mencionado, el rango éptimo de pH
esperado en suelos es de 5,5-8,5; ya que cuando los valores son menores a 5,5 se observan
deficiencias de algunos nutrientes y cuando los valores son superiores a 8,5 se muestra una
disminucion en la solubilidad de otros (Neina, 2019).

Otros de los parametros estudiados que mostraron diferencias estadisticamente
significativas, debido a la aplicacion de residuos, entre los suelos tratados y el suelo
control, fueron el PT y el Pe. El fosforo es un elemento de importancia critica para la

nutricion de las plantas. EI mismo se encuentra presente en el suelo de forma insoluble,
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mientras que las plantas sélo pueden incorporarlo como HPO4* y HoPOy, por lo que las
bacterias solubilizadoras de fosfato tienen un rol importante en la nutricion de fosforo en
plantas (Santi et al., 2013).

Si bien no se observaron diferencias significativas en los valores de PT presente en
los diferentes tipos de residuos avicolas, los suelos enmendados con dichos residuos
mostraron valores de PT y Pe significativamente diferentes, encontrdndose valores mas
elevados en los suelos enmendados con guano (SM) respecto a los observados en SL o SC.

El contenido de PT en suelos varia entre 200 y 500 mg Kg™ (Arai y Sparks, 2007;
Patifio-torres y Sanclemente-Reyes, 2014). Estos valores se corresponden con los
encontrados en esta tesis para SC y SL (SC = 239,10 + 8,49 mg Kg™; SL = 304,07 + 19,07
mg Kg™), pero como se mencioné anteriormente, el tratamiento con aplicacién de guano
(SM) mostré valores muy superiores a este rango (SM = 801,99 + 79,39 mg Kg™).

Otros autores encontraron resultados similares, informando que la aplicacion de
guano crudo aumenta las concentraciones tanto de PT como soluble, lo que sugiere que la
aplicacion de este residuo proporciona una fuente de reposicion del P presente en la
solucion del suelo (Oladipupo et al., 2020; Waldrip et al., 2011).

Ademas, Waldrip et al. (2011) informaron que la incorporacion de guano de
ponedoras al suelo promovid la transformacion y mineralizacion de P organico e inorganico
menos labil, en Pi labil en la rizosfera, lo que resultd en concentraciones mas altas de P en
las raices.

Por otro lado, la acumulacion de P en suelos agricolas resultante de la aplicacion de
fertilizantes inorganicos, abonos organicos y aguas residuales, como la que se observa en
este estudio, podria aumentar las pérdidas potenciales de P, incluso a pesar de la alta

capacidad de fijacion de P de los suelos. EI movimiento vertical de P a través del perfil del
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suelo generalmente se considera de poca importancia, a menos que los suelos se saturen
con P, especialmente después de aplicaciones de grandes cantidades de guano (Heckrath et
al., 1995).

Heckrath et al. (1995) describieron un valor de P-Olsen de 60 mg Kg™ como umbral
ambiental, o punto de inflexidn, por encima del cual se ha demostrado que la lixiviacion de
P es significativa. Nuestros resultados de Pe mostraron valores que superan este umbral
para SM (Pe = 128,60 + 19,95 mg Kg™). Este alto valor de P podria aumentar el riesgo de
contaminacion, lo que provocaria una mayor perdida de fosfato y la consiguiente
degradacion de los recursos de agua dulce, donde la eutrofizacion puede desencadenarse
por aportaciones adicionales de P (Zhu et al., 2018).

A pesar de todas las diferencias encontradas en los parametros fisicoquimicos entre
el tratamiento SM con respecto al SC, el andlisis de las comunidades bacterianas no mostro
diferencias entre los suelos enmendados y el suelo control.

Los perfiles de las comunidades bacterianas de los suelos (SC, SL y SM) no
cambiaron después de la aplicacion de los residuos avicolas. La composicion de las
muestras de suelo tratadas y del suelo control, mostraron mayores proporciones de
Actinobacteria (con valores que oscilan entre 15-55%), Acidobacterias (entre 7-22%) y
Gemmatimonadetes (3-8%) en comparacion con las muestras de los residuos avicolas.

En el suelo, las Actinobacterias suelen encontrarse en un alto porcentaje, ayudando
a descomponer la materia organica de los organismos muertos y a la solubilizacion de
fosfatos y de carbonato de calcio (Huang et al., 2017). Algunas actinobacterias del suelo
(como Frankia sp.) viven en simbiosis con un amplio espectro de plantas, fijando nitrégeno

para la planta huésped a cambio de carbono reducido (Santi et al., 2013). Otras especies,
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como muchos miembros del género Mycobacterium, son patdgenos importantes (Barka et
al., 2016).

Las actinobacterias son uno de los filos dominantes y contienen uno de los géneros
bacterianos mas grandes, Streptomyces, asi como otras actinobacterias que son los
principales contribuyentes a la capacidad buffer de los suelos (Manteca y Sanchez, 2009).

Las acidobacterias son un filo compuesto por bacterias fisiolégicamente diversas y
ubicuas, especialmente en los suelos, pero estan infrarrepresentadas en los cultivos
(Navarrete et al., 2015).

El filo Gemmatimonadetes constituye aproximadamente el 2% de las comunidades
bacterianas del suelo y se ha identificado como uno de los nueve filos principales que se
encuentran en dichos ambientes (Hanada y Sekiguchi, 2014; Janssen, 2006).

En el presente trabajo, las familias bacterianas mas importantes encontradas en los
suelos mostraron estar involucradas en mejorar la fertilidad del suelo (participando
principalmente en los ciclos de nutrientes como C y N), asi como en promover el
crecimiento de las plantas (inhibiendo patogenos a través de la secrecion de antibidticos,
compitiendo por el espacio o estimulando la produccién de fitohormonas o la produccion

de sideroforos) (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8. Principales familias encontradas en las comunidades de bacterias presentes en los
suelos.

Familia Descripcion

Actinobacterias

Acidimicrobiales Mejorar la fertilidad del suelo y la eficiencia del crecimiento de
las plantas (Wang et al., 2019)

Micromonaosporaceae Mejorar la fertilidad del suelo y la eficiencia del crecimiento de
las plantas (Wang et al., 2019)

Nocardioidaceae Degradan el sulfametoxazol (antibiético mas frecuentes en aguas
residuales, aguas superficiales y suelos) (Ouyang et al., 2019).
Nocardioidaceae se ha asociado con el desarrollo de rasgos
morfoldgicos especificos de la raiz (Luo et al., 2019)

Solirubrobacteraceae Las solirrubrobacteraceae son aerobias que utilizan muchos
azlcares y algunos otros compuestos como Unicas fuentes de
carbono (Whitman y Suzuki, 2015)

Solirubrobacterales Elev- Degradan contaminantes e inhiben patégenos (Zhang et al., 2020)
16S-1332

Pseudonocardiaceae Contienen una gama de mecanismos de tolerancia y resistencia a
metales (Luo et al., 2019)

Gaiellaceae Degradan contaminantes e inhiben patégenos (Zhang et al., 2020)

Rubrobacteriaceae Tipicas bacterias de ambientes semiaridos (Bachar et al., 2010).

Pueden ser importantes en la adquisicion de carbono inorganico
en suelos desérticos, dada su alta plasticidad en el metabolismo
guimioautétrofo (Ledn-Sobrino et al., 2019)

Streptomycetaceae Secretan antimicrobianos inhibiendo patdgenos. Contienen una
gama de mecanismos de tolerancia y resistencia a metales.
Producen productos metabdlicos que afectan a sus huéspedes
(fitohormonas, sider6foros, desaminasa ACC) (Luo et al., 2019)

Acidobacterias

Blastocatellaceae Benéficas en la recuperacion de suelos debido a su capacidad de
(Subgrupo 4) descomposicion de sustratos de carbono. Son oligotroficas, con
mayor eficiencia en la utilizacion de la reserva organica
recalcitrante. Mejoran el ciclo de nutrientes. Son aciddfilas y
correlacionan negativamente con el pH del suelo (Qin et al., 2019)

Acidobacteria Correlacionan positivamente con la disponibilidad de nutrientes y
(uncultured Subgrupo 6)  negativamente con propiedades vinculadas a la acidez del suelo
(Navarrete et al., 2015)
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Solibacteraceae Se asocian con la resistencia de algunos hongos patdgenos (como

(Subgrupo 3) Fusarium oxysporum) y su abundancia relativa aumenta a medida
que aumenta el contenido de agua. Ademas, participa en el ciclo
del carbono del suelo (Zhang et al., 2019)

Acidobacteriaceae Copiétrofos comunes y potencialmente contribuyen a un

(Subgrupo 1) consorcio de taxones que consumen celulosa, hemicelulosa y
quitina en suelos quemados. Heterotrofos acidéfilos moderados
capaces de reducir Fe (111) (Hallberg et al., 2010).

Gemmatimonadetes

Gemmatimonadaceae Mejoran la fertilidad del suelo y la eficiencia del crecimiento de
las plantas (Wang et al., 2019)

Proteobacterias

Sphingomonadaceae Participan en el ciclo del nitr6geno (Wang et al., 2019), degradan
contaminantes e inhiben patdgenos (Zhang et al., 2020)

Nitrosomonadaceae Participan en el ciclo del nitrégeno (Wang et al., 2019)

Haliangiaceae Crecen en sustratos organicos insolubles. Algunas de ellas son

productoras de importantes antibidticos médicos.

Desulfurellaceae Respiracion del azufre

Bacteroidetes

Chitinophagaceae Degradan polisacaridos como celulosa y quitina (Chen et al.,
2020)

Verrucomicrobia

DA101 soil group Abundantes y ubicuas en suelos, se caracterizan por ser
(Chthoniobacterales) heterotrofas aerébicas con muchas auxotrofias de aminoacidos y
vitaminas (Brewer et al., 2016)

Planctomycetes

Planctomycetaceae Parte del ciclo del nitr6geno, llevan a cabo la oxidacién
anaerobica del amonio (Fuerst y Sagulenko, 2011)

Nitrospirae

Nitrospiraceae Transformacion de N, esencial para la nitrificacion del suelo
(Chen et al., 2020)
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La aplicacién de residuos avicolas durante tiempos prolongados mostrd una
disminucion en los valores de diversidad alfa obtenidos para el tratamiento con cama. Una
tendencia similar fue observada en las muestras de suelo con aplicacion de guano aunque
no lograron verificarse estadisticamente. Posiblemente, esto se deba al comportamiento de
una de las réplicas y el bajo nUmero de muestras utilizadas, por lo que deberian incluirse
mayor nimero de muestreos para verificar esta disminucién en dicho tratamiento.

Ademas pudo observarse una correlacion negativa entre la riqueza (ASVs
observadas) y los valores de PT presentes en las muestras de suelo. Esto es importante ya
que los suelos tienen una de las comunidades bacterianas méas diversas conocidas y se sabe
que existe una correlacion entre la diversidad y la funcionalidad de la comunidad. Mantener
estables y altos los valores de diversidad en los suelos, luego de la aplicacion de enmiendas,
es de gran importancia para no alterar algunas de las funciones que estas comunidades
realizan en los suelos y que son de vital importancia para el crecimiento de los cultivos
(Girvan et al., 2005). En este sentido, se sabe que hay un nimero limitado de funciones a
realizar dentro de un ecosistema y que las comunidades del suelo exhiben un alto grado de
redundancia funcional (Girvan et al., 2005). Esta caracteristica es importante para la
biodiversidad ya que permite mantener el funcionamiento del ecosistema cuando sufre
modificaciones, brindando una mayor probabilidad de que algunas especies que son
capaces de realizar una determinada funcién permanezcan presentes (Wagg et al., 2019).

En relacién a la estructura de estas comunidades, Celestina et al. (2019) encontraron
que la aplicacién de fertilizantes o guano a escala de campo, no tiene impactos duraderos
significativos en las comunidades microbianas del suelo, describiendo que las diferencias
encontradas se debian mayormente a su ubicacion dentro del perfil del suelo y no al tipo de

enmienda aplicada o su método de aplicacion. Ademas, Sun et al. (2015) encontraron
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resultados similares, con efectos insignificantes de las bacterias introducidas del estiércol
de ganado en la comunidad bacteriana del suelo.

Nuestros datos implican que si bien pudieron observarse diferencias en el analisis de
diversidad, las bacterias introducidas por la aplicacion de los desechos avicolas jugaron un
pequefio papel en el cambio de estructura de la comunidad bacteriana del suelo,
demostrando su capacidad de resiliencia a las perturbaciones.

En ese sentido, aunque el analisis de las comunidades bacterianas del suelo es una
herramienta poderosa para comprender el impacto que las practicas agricolas tienen en el
suelo, la capacidad de resiliencia de estas comunidades podria ocultar el riesgo potencial
del uso de la aplicacion de desechos avicolas como enmienda del suelo. Para reflejar mejor
su impacto, se necesitan estudios multidisciplinarios que aborden diferentes aristas del

problema, incluido el enfoque fisicoquimico, ecotoxicoldgico y microbioldgico.

4.3 Residuos tratados

Los resultados obtenidos revelaron diferencias significativas en la composicion de la
microbiota en funcion de los tratamientos realizados.

En las muestras de guano se encontraron aumentos en la abundancia de la clase
Clostridia y el orden Erysipelotrichales. Ambos taxa pertenecen al filo Firmicutes y suelen
ser miembros del tracto gastrointestinal de humanos y animales. Las bacterias
pertenecientes a este filo han sido reportadas como copiotrofas, es decir que muestran
mayores tasas de crecimiento en ambientes ricos en carbono y nutrientes (Urra et al., 2019).
En las muestras de compost, se encontraron aumentos significativos del filo

Gemmatimonadetes y del género Streptomyces. El filo Gemmatimonadetes constituye
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aproximadamente el 2% de las comunidades bacterianas del suelo y ha sido identificado
como uno de los nueve filos principales encontrados en los suelos (Hanada y Sekiguchi,
2014; Janssen, 2006). Por su parte Streptomyces, es el género mas importante de
actinobacterias y se encuentra comunmente en el suelo y es reconocido como saproéfito. Las
bacterias pertenecientes a este género tienen un papel importante en la ecologia de los
suelos dada su capacidad de biodegradacion (Law et al., 2019). Ademas, las bacterias
pertenecientes al filo Actinobacterias son buenas indicadoras del funcionamiento correcto
del proceso de compostaje.

Por otro lado, en las muestras que fueron sometidas a digestion anaerdbica, pudimos
encontrar un aumento en el filo Cloacimonetes, el orden Verrucomicrobia_ OPB35 (grupo
encontrado en muestras de suelo), la familia Synergistaceae, y los géneros
Rikenellaceae_vadinBC27 (grupo encontrado en muestras de lodos y aguas residuales) y
Thermovirga. Las bacterias del filo Cloacimonetes se encuentran comunmente en las
plantas de tratamiento de aguas residuales y tienen una funcion proteolitica, degradando
aminoacidos. El incremento de Candidatus Cloacimonetes ha sido reportado por otros
autores en digestores anaerobicos relacionados con la acumulacién de propionato, ya que
estos organismos pueden fermentar aminoacidos y oxidar el propionato en H,, CO;, y
acetato (Braz et al., 2019; Zhou et al., 2019).

El orden Verrucomicrobia esta muy extendido en el medio ambiente y es
particularmente abundante en los suelos. El grupo de bacterias de suelos OPB35, un clado
importante de la subdivision 3 del orden Verrucomicrobia, ha sido aislado principalmente
de suelos, humedales y fuentes de agua dulce (Yang et al., 2016).

Las bacterias pertenecientes a la familia Synergistaceae han sido descriptas como

degradadoras anaerdbicas de aminoacidos y oxidantes de acetato. Su presencia también se
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asocia con un rendimiento acetotréfico eficiente. Ademas, esta familia también se ha
aislado de un cultivo que lograba degradar compuestos hexadecanos (Poirier et al., 2016).

Las bacterias pertenecientes al subgrupo no cultivado Vadin BC27, dentro del orden
Bacteroidales, ha sido identificado previamente como uno de los principales linajes
presentes en los digestores anaerébicos ya que esta implicado en la fermentacion
anaerdbica de lodos u otras fuentes carbonadas (Morrison et al., 2017).

Thermovirga es un género perteneciente a la familia Synergistaceae, con sélo una
especie conocida. Es capaz de fermentar sustratos proteicos, algunos aminoacidos y un

numero limitado de &cidos organicos (Dahle y Birkeland, 2006).

En relacion a los parametros fisicoquimicos de las tres enmiendas (guano crudo,
compostado y digerido), se encontraron diferencias al comparar los principales parametros
de estabilidad, madurez, calidad agronémica y contenido de contaminantes.

La estabilidad biologica en el compost se encontré dentro de los valores
establecidos, mientras que el digestato mostro valores cercanos a los limites permitidos. Por
su parte, los valores de IRE del guano crudo mostraron que este tipo de muestra no es
estable (2,4 £ 0,6 mg O2 g OM h-1). Varios autores destacan la importancia de los indices
de estabilidad para comparar el grado de biodegradabilidad de la materia organica presente
en un residuo. Este indice permite evaluar la eficiencia de los procesos de estabilizacion y
la calidad de las enmiendas (Bernal et al., 2017).

El guano crudo vy el digestato presentaron valores de pH ligeramente alcalinos y
valores de CE significativamente superiores a los obtenidos en el compost. Alburquerque et
al. (2012) evaluaron el uso potencial de diversos digestatos anaerébicos como fertilizantes

y advirtieron el especial cuidado que debe tenerse, ya que dosis excesivas o aplicaciones
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continuas de digestatos con alta CE, podrian conducir a un aumento de la salinidad del
suelo e inhibir el crecimiento de las plantas.

El digestato, ademéas, mostro valores significativamente mayores de NT y PT.
Como se menciond anteriormente, los excesos de nutrientes pueden generar efectos
fitotoxicos en algunas especies y contaminacién de napas y cuerpos de agua debido a
pérdidas por escorrentia o lixiviacion de los mismos.

Por su parte, en relacion al contenido de elementos potencialmente toxicos, sélo se
encontraron valores por encima de los limites establecidos en el contenido de Zn presente
en las muestras de guano crudo y compost. Todas las demas elementos analizados
presentaron valores por debajo de los limites establecidos. Los altos contenidos de Zn en el
guano crudo fueron también reportados por otros autores, quienes atribuyen la presencia de
Zn, Mn, Fe y Cu a la dieta de las aves, ya que estos elementos se agregan como aditivos
para reducir enfermedades, para incrementar la produccion de huevos y como promotores

del crecimiento (Bloem et al., 2017).

5 Conclusiones

En este trabajo fue posible caracterizar los efectos de las practicas agrondémicas tipicas que
se llevan a cabo en regiones donde la produccion agricola y aviar se realizan de manera
conjunta en Argentina.

Los residuos avicolas revelaron altas concentraciones de nutrientes y alta CE, junto
con efectos fitotoxicos sobre los ensayos de germinacion de semillas. Asi mismo, al evaluar

el impacto de las aplicaciones histéricas de residuos sobre suelos agricolas, se observéd una
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vinculacion entre el uso de guano crudo y el aumento del valor del PT y Pe, advirtiendo
sobre el riesgo de contaminacién por pérdida de fosfato y posterior degradacion de agua
dulce y eutrofizacion.

Las comunidades bacterianas presentes en los residuos avicolas estuvieron
dominadas por miembros tipicos del tracto gastrointestinal de las aves, destacando la
presencia de bacterias patogenas que podrian representar fuentes potenciales de
contaminacion. No obstante, nuestros resultados mostraron que las comunidades
bacterianas de suelos sometidos a aplicaciones de dichos residuos estaban dominadas por
grupos relacionados con los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes y con la presencia de
bacterias con conocido efecto de promocion del crecimiento vegetal, evidenciando la
capacidad de resiliencia de estas comunidades de suelo. Aun asi, no podemos descartar la
presencia de grupos bacterianos preocupantes provenientes del guano de ponedoras y de la
cama de pollos, que podrian amenazar la sustentabilidad de este escenario agricola.

Por su parte, al evaluar las comunidades microbianas de los diferentes tratamientos
aplicados al guano (compostaje y digestion anaerdbica), se observaron patrones
estructurales que fueron compatibles con el tipo de tratamiento realizado en cada caso; y el
analisis de los géneros resultantes en cada tratamiento, contribuye a identificar las ventajas
y/o limitaciones de cada uno de ellos.

El tratamiento de los residuos mostr6 mejorar las condiciones generales de los
mismos para ser liberados al ambiente como enmiendas organicas. EI compost mostrd
mejores condiciones de estabilidad que el guano y el digerido. Ademas, tanto el guano
crudo como el digestato mostraron valores de pH y CE mas altos que el compost, y el
digestato presentd los valores méas altos de N y P. Por su parte, tanto el guano como el

compost mostraron valores de zinc por encima de los limites establecidos.
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La realizacion de compost podria, entonces, disminuir la carga de contaminantes
(exceso de nutrientes como N y P, asi como la presencia de bacterias patogenas),
permitiendo la utilizaciéon de los residuos de forma segura, sin poner en riesgo la salud
humana, animal ni vegetal, y reduciendo el riesgo de contaminacion de napas y cursos de
agua, con menor impacto en las comunidades bacterianas de suelos.

Este trabajo es una contribucion a retratar las practicas agricolas locales actuales en
un contexto de escasez de andlisis comparativos.

Los sistemas agricolas tendientes a los principios de la economia circular, que
propone gestionar el uso de los residuos como recursos, requieren la cuantificacion de las
posibles externalidades, provocadas por el uso de enmiendas organicas para lograr esta
propuesta. Este tipo de estudio deberia ayudar a la comprensién de la complejidad del
proceso de reutilizacion de residuos, asi como estimular la adopcién de comportamientos

sustentables y seguros entre las partes interesadas.
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Conclusiones Generales

En el presente trabajo de tesis se realiz6 un estudio del sistema productivo aviar de la
Argentina abordando algunas de las aristas que lo componen, considerando el ambiente
productivo, los factores de modulacion del mismo y los residuos que genera esta actividad.
Se consideraron para dichos analisis, herramientas que recuperan algunos enfoques
provenientes de la microbiologia, la agronomia y la bioinformatica, entendido que su
conocimiento podria impactar en mejoras en la sanidad animal, la productividad de las
granjas, el manejo de los residuos generados y el impacto ambiental que los mismos
producen a lo largo de los ciclos productivos avicolas.

En el capitulo 1 se evaluaron diferentes factores que afectan la microbiota del tracto
gastrointestinal de aves de produccion, reforzandose el rol de la locacion geografica como
modulador de dicha comunidad. Acufiamos el término “microbiota local” y desde este
enfoque se describio la microbiota argentina presente en granjas experimentales y
comerciales de las provincias de Entre Rios y Buenos Aires, principales zonas de
produccion del pais.

En el capitulo 2 se exploraron los efectos de diferentes aditivos en la dieta sobre la
microbiota intestinal que son utilizados como promotores de crecimiento, comparando los
resultados obtenidos en situaciones experimentales y comerciales. A su vez, se exploraron
las comunidades microbianas de las camas de pollo y las diferencias resultantes como
consecuencia del uso de aditivos dietarios.

Finalmente, en el capitulo 3 se evalud el impacto de la utilizacion de los residuos
avicolas en agricultura extensiva, logrando caracterizar los principales problemas de su
aplicaciéon de forma directa, es decir sin tratar, ya sea en la comunidad de bacterias del
suelo o en los pardmetros fisicoguimicos y ecotoxicologicos del mismo.

Complementariamente, se caracterizaron las comunidades bacterianas presentes en
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enmiendas realizadas a partir del compostaje o digestion anaerdbica de guano de
ponedoras, permitiendo valorizar este residuo y logrando que su utilizacion se realice de
forma segura, sin poner en riesgo la salud humana, animal o vegetal.

Como se dijo anteriormente, esta tesis aborda el ciclo productivo completo,
considerando parte del mismo a la generacion de residuos y su utilizacion, mediada por una
biotransformacién, como subproductos de bajo impacto ambiental. La posibilidad de
reutilizar los nutrientes, que se encuentran en grandes cantidades en los residuos avicolas,
no sélo permite el retorno de los mismos a los suelos sino que implica retos en el desarrollo
de agroecosistemas sustentables, que involucren: i) la concientizacion de productores a la
hora de la aplicacion de dichos residuos en los suelos, entendiendo el peligro potencial de
contaminaciones que pueden suceder dado el exceso de nutrientes, presencia de bacterias
patogenas, parasitos u otros componentes quimicos como elementos potencialmente
toxicos, insecticidas o medicamentos veterinarios; y ii) regimenes regulatorios que se
cumplan en el territorio y que permitan establecer limites claros a la utilizacion de los
residuos crudos, es decir, sin tratamientos previos.

Las demandas tanto de los consumidores como de los ciudadanos, ponen de
manifiesto la necesidad de nuevos paradigmas productivos que respondan a sus
expectativas en aspectos referidos a la salud, el bienestar animal, el cambio climatico o el
impacto ambiental de las producciones agropecuarias.

El rol de los profesionales involucrados con el sector agricola tiene, entonces, una
responsabilidad no sélo productiva sino también socioambiental, al tener que dar respuesta
tanto a la produccion de alimentos y materias primas, como al desarrollo sostenible de los

agroecosistemas.
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Esta coyuntura representa una oportunidad para el desarrollo de sistemas de
produccion alternativos que involucren, desde una perspectiva de seguridad alimentaria y
compromiso ambiental, por ejemplo el aumento de productores locales, productores
organicos u otros productos certificados, cada vez mas demandados.

Es asi que, abordar la problematica ambiental a través de estrategias y politicas de
desarrollo sostenible, donde no sélo se tomen medidas dirigidas a maximizar la produccion,
sino que convierta a los actores involucrados en los principales agentes del cambio, es el
camino para lograr sistemas productivos sostenibles, con bajo impacto ambiental y

respondiendo a las demandas y necesidades de la sociedad en su conjunto.
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Apéndice 1.1. Andlisis de agrupamiento (clustering) de las comunidades microbianas del TGI
de pollos a nivel de género, basado en la disimilaridad de Bray-Curtis, para las diferentes

locaciones geogréficas resultado del analisis abierto u “open reference”.
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Apéndice 1.2. Abundancia relativa de las bacterias clasificadas a nivel familia de muestras de
diferentes paises resultado del analisis abierto u “open reference”. Las muestras de TGI de
pollos evaluadas de las diferentes locaciones geogréaficas fueron designadas como AUS: Australia,
ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia, SLO: Eslovenia

y USA: Estados Unidos. La clasificacion taxondmica estd expresada como: c_clase, o_orden y
f _familia.
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Apéndice 1.3. Analisis estadistico de las abundancias relativas de las familias predominantes en el TGI de pollos, resultado del anélisis abierto u “open
reference”. Las diferentes locaciones geogréficas evaluadas fueron designadas como AUS: Australia, ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria,
MAL: Malaysia, SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos.

Filo Clase Orden Familia ARG  AUS CRO GER HUN MAL SLO  USA
Firmicutes 56,43° 65,35°°  74,04™ 54,81° 71,20 74,70™ 93,53* 82,00%
Clostridia 51,88° 21,95°  8,37° 53,04 19,44° 6529" 2,20° 78,54

Clostridiales 51,88° 21,95°  8,37° 53,04 19,44° 6529" 2,20° 78,54

Ruminococcaceae  20,31° 6,39 0,29°  23,40* 5,88 25,48°  0,45° 12,89%®

Lachnospiraceae 7,35 1,67 0,26 1,44 6,88 9,12 0,15  30,20°
Veillonelaceae 3,40° 0 0,01 0,36 0,63 0,97 0,02 0
Clostridiaceae 0,11 0,52 0,02 0,03 0,21 15,71° 0,56 1,45
Bacilli 439° 4340° 6566° 0,83 51,75  9,01° 91,32* 0,13°
Lactobacillales 439°  4340° 5564° 083" 51,69 7,84 9124* 0,13°

Lactobacillaceae 3,93  4340° 4447° 0,83  4567™ 2,000 88,49 0,05°

Bacteroidetes 40,66 21,92° 0721° 41,79* 17,89° 12,15 0,05° 5,15°
Bacteroidia 40,66 21,92° 0721° 41,79* 17,89° 12,15 0,05° 5,15°
Bacteroidales 40,66 21,92° 0721° 41,79* 17,89° 12,15 0,05° 5,15°
Bacteoidaceae 34,90° 21,92° 0,07 37,76° 8,87 4,07 0,02° 0
Proteobacteria 2,90° 0,36 20,962 0,53 10,89"  6,44® 6,21* 0,14°
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Epsilonbacteria 0,50 0 0,09 0 4,71° 0 0,07 0
Campylobacterales 0,50 0 0,09 0 4,71° 0 0,07 0
Gammaproteobacteria 1,82° 0° 20,872 053" 6,07 583 6,14® 0,14
Enterobacteriales 1,82° 0° 20,012 053" 6,07 583 614" 0,14
Enterobacteriaceae 1,82 0 20,012 053" 6,07 583 614" 0,14

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos al realizar un ANOVA con comparaciones multiples de Bonferroni (p <

0,05) utilizando el software STAMP.
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Apéndice 1.4. Andlisis de agrupamiento (clustering) de las comunidades microbianas del TGI
de pollos a nivel de género, basado en la disimilaridad de Bray-Curtis, para las diferentes

locaciones geogréficas, resultado del analisis cerrado o “close reference”.
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Apéndice 1.5. Abundancia relativa de las bacterias clasificadas a nivel familia de muestras de
diferentes paises resultado del analisis cerrado o “close reference”. Las muestras de TGI de
pollos evaluadas de las diferentes locaciones geogréaficas fueron designadas como AUS: Australia,
ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria, MAL: Malasia, SLO: Eslovenia
y USA: Estados Unidos. La clasificacion taxondmica esti expresada como: c_clase, o_orden y

f_familia.
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Apéndice 1.6. Analisis estadistico de las abundancias relativas de las familias predominantes en el TGI de pollos, resultado del analisis cerrado o “close

reference”. Las diferentes locaciones geogréficas evaluadas fueron designadas como AUS: Australia, ARG: Argentina, CRO: Croacia, GER: Alemania, HUN: Hungria,
MAL: Malaysia, SLO: Eslovenia y USA: Estados Unidos.

Filo Clase Orden Familia ARG AUS CRO GER HUN MAL SLO  USA
Firmicutes 50,31° 70,29 72,48" 27,81° 72,07 8556 93,62 96,89
Clostridia 45,05  8,60° 6,90° 2528  2486° 7472 279" 90,86
Clostridiales 45,05  8,60° 6,90° 2528 2486° 74,72 2,79 90,86
Ruminococcaceae 2397° 235 0,72° 1511® 11,58° 29,69° 051° 11,62*
Lachnospiraceae 8,63 1,61 0,45 1,01 5,31 12,97 0,15 46,83

Veillonelaceae 3,46° 0,00 0,00 0,61 0,86 0,87 0,02 0,00

Bacilli 508° 6154 6557° 0,8 47,21°  10,5° 90,83  0,52°

Lactobacillales 507° 6154 57555 0,8 4717° 9,14° 90,73%  0,45°

Lactobacillaceae 453°  61,54° 4419°  0,75° 41,09° 2,36° 87,85° 0,13°

Turicibacterales 0,00 0,00 2,222 0,00 0,04 1,16 0,01 0,07

Turicibacteraceae 0,00 0,00 2,222 0,00 0,04 1,16 0,01 0,07

Bacteroidetes 46,30° 29,33* 0,37° 72,000 16,78 6,42 0,09°  3,06°
Bacteroidia 46,30° 29,33* 0,37° 72,000 16,78 6,42 0,09°  3,06°

Bacteroidales 46,30° 29,33* 0,37° 72,000 16,78 6,42 0,09°  3,06°

Bacteoidaceae 40,42 488" 0,13 67,97 8,49° 519* 0,05 0
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Proteobacteria
Epsilonbacteria

Campylobacterales

Gammaproteobacteria

Enterobacteriales

Actinobacteria
Actinobacteria

Actinomycetales

[Odoribacteraceae]

Rikenellaceae

Campylobacteraceae

Enterobacteriaceae

Corynebacteriaceae

0,00
5,88°
3,35°
0,55
0,55
0,00
2,17
2,17
2,17
0,05
0,05
0,05
0,01

24,39°
0,00
0,38b
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,24
22,312
0,07
0,07
0,00
22,207
20,98
20,98
4,842
4,842
4,842
3,262

4,03
0,00
0,19°
0,00
0,00
0,00
0,19
0,19
0,19
0,00
0,00
0,00
0,00

0,01
0,48
10,45
4,522
4,522
3,372
5,39
5,39
5,39
0,02
0,02
0,02
0,02

0,05
0,55
7,48%
0,00
0,00
0,00
6,82
6,66
6,65
0,32
0,12
0,11
0,03

Apéndice

0,00
0,03
6,17°
0,08
0,08
0,07
6,08
6,08
6,08
0,13
0,13
0,13
0,12

0,00
0,00
0,05b
0,00
0,00
0,00
0,05
0,05
0,05
0,00
0,00
0,00
0,00

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos de acuerdo al test ANOVA con correccion de Bonferroni (p

< 0,05) realizado en el software STAMP.
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Apéndice 1.7. Analisis estadisticos de las familias predominantes en la microbiota del TGI de pollos de

Argentina. Se utilizaron muestras provenientes de CP: Avicultura convencional, ET: ensayos
experimentales, y AE: granja agroecoldgica.

Filo Clase Orden Familia CP ET AE

Firmicutes 45,79° 50,67° 27,11°

Clostridia 41,18 47,23° 25,68

Clostridiales 41,18 47,23° 25,68

Ruminococcaceae 18,22° 17,64 4,96°

Lachnospiraceae 543 7,82 4,36

Veillonelaceae 498 249 7,35

Bacilli 381° 324" 057

Lactobacillales 3,78" 3,23 0,34°

Lactobacillaceae 3,68° 2,87 0,24°

Bacteroidetes 46,75 44,84 38,35

Bacteroidea 46,75 44,84 38,35

Bacteroidales 46,75 44,84 38,35

Bacteoidaceae 18,56 33,47* 18,28°

Rikenellaceae 15,47* 5,86° 1,46

Barnesiellaceae 8,39 55 1,27

Proteobacteria 2,52 341" 8,01°

Deltaproteobacteria 0,41* 0,00° 2,32°

Desulfovibrionales 0,41* 0,00° 2,32

Desulfovibrionaceae 0,41 0,00° 2,32°

Alphaproteobacteria 0,098 0,00 0,30°

RF32 0,09 0,00° 0,29

Gammaproteobacteria 0,32 2,08 1,68

Enterobacteriales 0,32° 1,96° 0,84°

Enterobacteriaceae 0,32° 1,96° 0,84°

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre muestras de acuerdo a un test

ANOVA con correccidon de Bonferroni para test maltiples (p < 0,05) realizados en STAMP.
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Apéndice 2.1. Curvas de rarefaccidn correspondientes a las ASVs observadas y al indice de Shannon,

obtenidos en base a las secuencias de la region V3-V4 del gen ARNr 16S, de las muestras del ensayo 1.

Cada curva representa una muestra.
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Apéndice 2.2. Curvas de rarefaccion correspondientes a los ASVs observadas y al indice de Shannon,
obtenidos en base a las secuencias de la region V3-V4 del gen ribosomal 16S, de muestras de ciegos del

ensayo 2. Cada curva representa una muestra.
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Apéndice 2.3. Grafico de cajas (Box-plots) para los pesos del total de los animales utilizados por

tratamiento en el ensayo 2.
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Apéndice 2.4. Curvas de rarefaccién correspondientes a los ASVs observadas y al indice de Shannon,

obtenidos en base a las secuencias de la region V3-V4 del gen ribosomal 16S, de muestras de cama del

ensayo 2. Cada curva representa una muestra.
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Figura 2.5. Curvas de rarefaccion correspondientes a los ASVs observadas y al indice de Shannon,
obtenidos en base a las secuencias de la region V3-V4 del gen ribosomal 16S, de muestras de cama de

granjas comerciales. Cada curva representa una muestra.
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Apéndice 3.1. Correlacién de Spearman de la diversidad bacteriana en los residuos avicolas (ASVs

observadas, Faith PD, indice de Shannon e indice de uniformidad de Pielou) y parametros

fisicoquimicos y fitotdxicos.

Parameter

ASVs observadas

Faith PD

Shannon

Equitatividad

IRE (mg O, g OM™ h'Y)

MS (%)
MO (%)
NT (%)

N-NH4" (mg Kg™)
N-NOs™ (mg Kg™)

pH

CE (mS cm™)
PT (mg Kg™)
Gl-lechuga
RGI-lechuga
Gl-radicheta
RGI-radicheta
Gl-zapallito
RGI-zapallito
Gl-racula
RGI-racula
Gl-achicoria

RGl-achicoria

p=0,1429; p=0,7872
p=-0,2571; p=0,6228
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,2571; p=0,6228
p=0,2571; p=0,6228
p=-1,000; p=0,0001
p=0,0870; p=0,8699
p=0,3143; p=0,5441
p=0,2000; p=0,7040
p=0,2000; p=0,7040
p=0,2319; p=0,6584
p=0,5429; p=0,2657
p=0,6000; p=0,2080
p=-0,771; p=0,0724
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,2571; p=0,6228
p=0,0286; p=0,9572

p=0,1429; p=0,7872
p=-0,2571; p=0,6228
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,2571; p=0,6228
p=0,2571; p=0,6228
p=-1,000; p=0,0001
p=0,0870; p=0,8699
p=0,3143; p=0,5441
p=0,2000; p=0,7040
p=0,2000; p=0,7040
p=0,2319; p=0,6584
p=0,5429; p=0,2657
p=0,6000; p=0,2080
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,2571; p=0,6228
p=0,0286; p=0,9572

p=0,3143; p=0,5441
p=-0,4857; p=0,3287
p=-0,4286; p=0,3965
p=0,0286; p=0,9572
p=0,5429; p=0,2657
p=-0,5000; p=0,6667
p=-0,3479; p=0,4993
p=0,7714; p=0,0724
p=0,4286; p=0,3965
p=-0,1429; p=0,7872
p=-0,0870; p=0,8699
p=0,4286; p=0,3965
p=0,3714; p=0,4685
p=-0,8857; p=0,0188
p=-0,8286; p=0,0416
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,4857; p=0,3287
p=-0,3143; p=0,5441

p=0,6571; p=0,1562
p=-0,4857; p=0,3287
p=-0,0857; p=0,8717
p=0,2571; p=0,6228
p=0,5429; p=0,2657
p=-0,5000; p=0,6667
p=-0,6377; p=0,1731
p=0,7714; p=0,0724
p=0,3143; p=0,5441
p=-0,4857; p=0,3287
p=-0,3769; p=0,4615
p=0,3143; p=0,5441
p=0,1429; p=0,7872
p=-0,3143; p=0,5441
p=-0,1429; p=0,7872
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,7714; p=0,0724
p=-0,4857; p=0,3287
p=-0,5429; p=0,2657

IRE= indice respirométrico estatico; MS= Materia seca; MO = Materia organica; NT = Nitrégeno Total Kjeldahl en
base seca; N-NH," = N-amoniacal en base seca; N-NO3; = N-nitrato en base seca; CE = Conductividad Eléctrica; PT =
Fosforo Total en base seca; Gl= indice de germinacién; RGI= indice de crecimiento relativo.
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Apéndice 3.2. Correlacion de Spearman de la diversidad bacteriana presente en muestras de suelos
(ASVs observadas, Faith PD, indices de diversidad de Shannon y equitatividad de Pielou) y

parametros fisicoquimicos y fitotoxicos

Parametro

ASVs Observadas

Faith PD

Shannon

Equitatividad

MS (%)

MO (%)

NT (%)

N-NH," (mg Kg™)
N-NO;5 (mg Kg™?)
pH

CE (mS cm™)

PT (mg Kg™)

Pe (mg Ng™)

p=0,6167; p=0,0769
p=-0,333; p=0,9322
p=0,3614; p=0,3393
p=0,4108; p=0,2721
p=0,0000; p=1,0000
p=-0,1333; p=0,7324
p=-0,4667; p=0,2054
p=-0,6833; p=0,0424
p=-0,3000; p=0,4328

p=0,4500; p=0,2242
p=-0,0833; p=0,8312
p=0,2101; p=0,5874
p=0,4108; p=0,2721
p=-0,1369; p=0,7254
p=0,0500; p=0,8984
p=-0,3333; p=0,3807
p=-0,5167; p=0,1544
p=-0,0667; p=0,8647

p=0,6167; p=0,0769
p=0,0333; p=0,9322
p=0,5630; p=0,1145
p=0,4108; p=0,2721
p=-0,2739; p=0,4758
p=-0,0833; p=0,8312
p=-0,4167; p=0,2646
p=-0,6333; p=0,0671
p=-0,1667; p=0,6682

p=0,0833; p=0,8312
p=-0,1677; p=0,6682
p=0,4958; p=0,1747
p=-0,2739; p=0,4758
p=-0,4108; p=0,2721
p=-0,2667; p=0,4879
p=-0,0500; p=0,8984
p=-0,0500; p=0,8984
p=0,1667; p=0,6682

MS= Materia Seca; MO = Materia Organica; NT = Nitrégeno Total Kjeldahl en base seca; CE = Conductividad Eléctrica;

N-NH," = N-amoniacal en base seca; N-NO; = N-nitrato en base seca; PT = Fdsforo Total en base seca; Pe = Fdsforo

Extractable.

Apéndice 3.3. Correlacion de Spearman entre parametros de alfa diversidad (ASV observadas, indices

de Faith PD, de Shannon y equitatividad de Pielou) y parametros fisicoquimicos de enmiendas crudas

y tratadas. S6lo se muestran correlaciones significativas.

Pardmetro ASVs Observadas Faith PD Shannon Equitatividad
MS (%) Ns Ns Ns p=0,8000; p=0,0096
pH p=0,6836; p=0,0423 Ns Ns p=-0,7849; p=0,0122
CE (mS cm™) p=0,7000; p=0,0358  p=0,6833; p=0,0424 Ns p=-0,6833; p=0,0424
Cr(mgkg™) p=-0,6950; p=0,0377 p=-0,6781; p=0,0447 Ns p=0,7120; p=0,0314
Co (mg kg™ p=-0,8257; p=0,0061 p=-0,7321; p=0,0249 p=-0,6555; p=0,0553 p=0,8087; p=0,0083
Ni (mg kg™) p=-0,6781; p=0,0447 p=-0,6781; p=0,0447 Ns p=0,8645; p=0,0026
Zn (mg kg™ p=-0,7833; p=0,0125 p=-0,6833; p=0,0424 p=-0,6833; p=0,0424 ns

As (mg kg™ p=-0,8000; p=0,0096 p=-0,7500; p=0,0199 Ns p=0,7833; p=0,0125
Se (mg kg'l) p=-0,7967, p=0,0102 Ns Ns p=0,6781; p=0,0447
Mo (mg kg™) p=-0,7289; p=0,0259 p=-0,7628; p=0,0168 Ns p=0,6781; p=0,0447

PT (mg kg™* MS)

p=0,9000; p=0,0009

p=0,8833; p=0,0016

p=0,7667; p=0,0159

p=-0,7500; p=0,0199

MS= materia seca; CE= conductividad eléctrica; PT= fésforo total. ns= no significativo
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