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Resumen

El suelo es un ambiente heterogéneo en donde los microorganismos
presentes en ellos se encuentran sujetos a distintos factores bioticos y abidticos.
Estos factores estructuran a las comunidades bacterianas presentes en el suelo, las
cuales son elementales en el mantenimiento de la funcionalidad del mismo al estar

involucradas en el ciclado de nutrientes.

La rizésfera, se define como la capa de suelo estrechamente unida a las
raices de una planta y es el sitio donde se lleva a cabo el mayor reclutamiento e
interacciones microbianas. Las plantas, por medio de los exudados radiculares
generan estos ambientes y actian como fuentes de de nutrientes para los

microorganismos.

En este trabajo se colectaron 16 muestras de suelo representativas de 8 tipos
principales de suelos de México, los cuales fueron caracterizados
fisicoquimicamente vy utilizados para crecer plantas de tomate (Solanum
lycopersicum). Se evalud la produccion de biomasa de las plantas en cada suelo y
se estudié el microbioma de uno de los suelos antes (SO) y después (SF) del
crecimiento de las plantas. Se analizé la diversidad taxonémica y funcional predicha
de la rizésfera (RF) y los compartimentos endofiticos (EC) de raices en un suelo.
Ademas, estos microbiomas se compararon contra otros sistemas de plantas,
especificamente, rizosferas de Arabidopsis thaliana y endoéfitos de raiz de otra

variedad de S. lycopersicum.

Se encontré que los suelos y compartimentos se encuentran dominados por los
phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Verrucomicrobia y que la
diversidad de los compartimentos es alta (H(shannon); SF=7.75, RF=6.94,
EC=6.63). Al comparar contra otros sistemas se vido que las especie e incluso

variedad de planta reclutan distintos microbiomas. La mayor produccion de biomasa



fue en el suelo SLP1, siendo mas del doble que en los demas suelos, lo cual nos

lleva a querer caracterizar su microbioma para explorar su potencial funcional.

Introduccion

Diversidad taxondémica y funcional en el microbioma del suelo

El suelo es un ambiente heterogéneo; los diferentes componentes de las
fracciones solidas que lo conforman representan distintos microhabitats para los
organismos presentes en éstos, los cuales estan sujetos a factores bidticos y
abidticos que varian entre los horizontes del suelo (Uksa et al., 2015), actuando
como sitios de seleccion para los microorganismos (Garbeva et al., 2004). En el
suelo, los procariontes son los organismos mas abundantes, representando el
mayor porcentaje de biomasa en dicho ambiente (Daniel, 2005); se estima que es
posible encontrar hasta 10" células y hasta 21,000 unidades taxonomicas

operativas (OTUs) por gramo de suelo (Roesch et al., 2007).

Las bacterias son elementales para el mantenimiento de la funcionalidad del
suelo debido a que estan involucradas en la degradacion de materia organica,
remocién de toxinas y los ciclos de carbono, fésforo, nitrégeno y azufre (Garbeva et
al., 2004; Madsen, 2011). La estabilidad, supervivencia y el metabolismo de los
microorganismos en el suelo estan determinados en gran medida por la presencia 'y
disponibilidad de nutrientes y el contenido de agua en los suelos. Una fraccion de
los microorganismos presentes en el suelo muere después de periodos de sequia e
hidratacion (Kieft et al, 1987).

A nivel de Phyla se ha encontrado que los suelos se encuentran dominados
principalmente por Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y
Verucomicrobia (Kuramae et al.,, 2012) Estas tendencias son similares entre
distintos tipos de suelos, pero con variabilidad en la diversidad que se puede
encontrar, sobre todo a nivel de especies y en escalas biogeograficas amplias
(Fulthorpe et al., 2008; Fierer & Jackson, 2005).



Figura 1. Factores estructurantes de las comunidades bacterianas de suelos y
rizosferas. Diversos factores bidticos y abiéticos moldean a las comunidades bacterianas y
las interacciones que tienen con las plantas y el medio. Modificada de Laksmanan et al.,
2014.

Factores implicados en la modificacién de la estructura de las comunidades

microbianas

La vida microbiana puede ser afectada por distintos factores que alteran tanto
la estructura de las comunidades como su diversidad (Figura 1). Las hipétesis mas
aceptadas que explican estos fendmenos son: |) el tipo de plantas que habitan los
suelos determinan la estructura de la comunidad. A través de los exudados
radiculares las plantas pueden modificar las caracteristicas fisico quimicas del suelo
y a su vez actuan como las mayores fuentes de carbono y energia (Grayston et al.,
1996; Bekku et al., 1997; Bais et al., 2004). y II) el tipo de suelo ha sido propuesto



como el factor determinante en la estructura de las comunidades microbianas, ya
que la combinacion de la textura del suelo, el pH, la cantidad de materia organicay
la presencia de nutrientes clave como nitrogeno, fosforo y hierro determina nichos
estables (Garbeva et al., 2004; Girvan et al., 2002; Pii et al., 2015). De todas estas
variables, el pH ha sido postulado como una de las caracteristicas mas importantes
del suelo para predecir los cambios que pueden haber en la composicion
taxonomica de las comunidades bacterianas presentes en éstos, siendo un
parametro influenciado por la variacion en distintas caracteristicas como la salinidad,

cantidad de cationes o compuestos organicos (Lauber et al., 2009).

Las concentraciones de nutrientes (C, N y P) y sus relaciones
estequiométricas también han sido documentadas como predictores y variables
estructurantes de las comunidades bacterianas de suelos. En particular se ha visto
que la relacion C:N del suelo puede estar diferenciando a las comunidades
bacterianas en los suelos (Kuramae et al, 2012; Peralta et al., 2013). En estos
estudios se han comparado suelos de distintos ecosistemas y suelos con distintos
tratamientos de manejo para cultivo, las relaciones C:N difieren entre cada muestra

y explican la mayor parte de la varianza observada entre las distintas comunidades.

La diversidad que se puede encontrar en funcion de los tipos de suelo varia
de acuerdo a las condiciones climaticas en el que el suelo esté presente. Se ha visto
que en los suelos de climas aridos existe una diversidad mas baja que en suelos
donde se practica la agricultura. Las principales diferencias encontradas fueron a
nivel de phylum, donde los suelos de cultivo presentan una mayor proporcién de
Firmicutes (Kdberl et al., 2011). Bajo esta linea, otros autores han demostrado que
la cantidad de humedad en los suelos también es determinante en la estructura de

las comunidades (Zhang et al., 2012).

El microbioma de las plantas y las estrategias para su analisis.



Las comunidades bacterianas que habitan en el suelo e interactuan
directamente con las plantas y en particular con sus raices han sido evaluadas
desde los afnos 1940s (Lochhead et al., 1940). Diferentes estudios han sido
realizados para evaluar el microbioma tanto de partes aéreas, denominadas filésfera

(Lindow & Brandl, 2003), como el de las raices de éstas.

A lo largo de los anos diferentes estrategias han sido utilizadas para describir
la microbiota habitante en el suelo y las plantas; desde técnicas clasicas
dependientes de cultivo (Barea et al., 1976), pasando por técnicas moleculares
como perfiles de acidos grasos (Griffiths et al., 2008), analisis de restriccion,
determinacion de ribotipos (Fulthorpe et al., 1998) y mas recientemente
secuenciacion masiva de bibliotecas de clonas del gen 16S rRNA (Chelius & Triplett,
2001) o bibliotecas de amplicones del mismo gen (Caporaso et al., 2012) y

metagenomas totales (Ottesen et al., 2013).

Gracias al desarrollo y los avances en las tecnologias de secuenciacion
masiva se ha podido incrementar la cantidad de informacién disponible de
organismos no cultivables en estos ambientes. Este tipo de enfoques, utilizando
genes marcadores como el 16S rRNA, nos permiten realizar andlisis taxonémicos
mas detallados y con un mayor nivel de profundidad (Kennedy et al., 2014). Hoy en
dia contamos con tecnologias de secuenciacion masiva tales como la
pirosecuenciacion, utilizada por los secuenciadores 454 Roche se basa en la
deteccion de un pirofosfato liberado durante la incorporacion de nucleétidos (ANTPs)
especificos por la polimerasa a la cadena creciente de DNA complementaria al
molde (Mardis, 2008). En cada ciclo se agrega un nucleétido distinto seguido de un
lavado para eliminar a los nucleétidos no incorporados. Esta tecnologia genera
lecturas de hasta 330 bases. La tecnologia de secuenciacién por sintesis, utilizada
por los secuenciadores de lllumina se basa en la amplificaciéon clonal de una sola
secuencia en clusters. Posteriormente se agregan los cuatro tipos de nucledtidos
marcados con un fluoréforo y bloqueados en el extremo 3'-OH (dATP, dGTP, dCTP
y dTTP) que iran complementando a las cadenas molde, afiadiendo un nucledétido

por ciclo, seguido de un lavado de los dNTPs y el desbloqueo del extremo 3’-OH.
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Cada nucledétido incorporado es detectado por el fluoréforo correspondiente de cada
dNTP (Liu et al., 2012). lllumina cuenta con diferentes plataformas de secuenciacion
(HiSeq, MiSeq) que son capaces de realizar secuenciacion en configuracion
paired-end lo que permite la obtencién de secuencias ensambladas mas largas, de
hasta 600 pares de bases (Metzker, 2010).

Estas estrategias de secuenciacion nos han habilitado para desarrollar
metodologias independientes de cultivo para el analisis de la diversidad de
comunidades microbianas en distintos ambientes. Este es el campo de estudio de la
metagendmica, la cual consiste en el analisis gendmico de las comunidades
microbianas totales no cultivadas a partir del DNA aislado directamente del
ambiente (Wooley et al., 2010). Existen dos vertientes del analisis metagendémico: el
analisis de amplicones y el de metagenomas totales. El uso de amplicones del gen
16S rRNA ha sido el enfoque mas utilizado hasta la fecha en los estudios de
microbiologia ambiental. Esta molécula ha sido indicada como el estandar de oro
para la identificacién de especies bacterianas (Stackerbrandt & Goebel, 1994). Este
enfoque se basa en la amplificacion del gen a partir del DNA metagendmico, lo cual
permite la identificacion y descripcion de las bacterias presentes en el ambiente a
nivel de Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs), definidas generalmente como
clusters o grupos de secuencias de 16S con un nivel de identidad mayor al 97%.
Este criterio operativo ha sido utilizado también para la definicion de especies
bacterianas (Stackebrandt & Goebel, 1994; Goris et al., 2007). El estudio de
comunidades por medio de amplicones permite obtener la informaciéon sobre la
abundancia relativa de los OTUs encontrados y hacer correcciones por el numero
de copias que los organismos poseen de este gen, el cual puede variar de 1 a 15
(Kembel et al., 2012). La otra vertiente es la estrategia del metagenoma total,
basada en la secuenciacion del DNA ambiental, lo cual nos proveera de informacion
tanto taxondmica como del potencial funcional como se ha visto en estudios de
microbiomas de plantas como la planta carnivora Utricularia Gibba (Alcaraz et al.,
2016).



El suelo, un ambiente heterogéneo

El suelo se puede definir de distintas formas. De acuerdo a la Sociedad
Americana de la Ciencias del Suelo (SSSA, por sus siglas en inglés) hay dos
definiciones formales: i) El material mineral u organico no consolidado que yace
sobre la superficie inmediata de la Tierra y sirve como un medio de crecimiento para
plantas terrestres y ii) El material mineral u organico no consolidado en la superficie
de la Tierra, condicionado por el relieve, que ha sido sujeto a factores ambientales y
bidticos (clima, biota) y muestra sus efectos sobre el material parental en un periodo
de tiempo (SSSA). El suelo es entonces un producto que surge de las interacciones

y alteraciones que suceden en las rocas y sedimentos geoldgicos (Sumner, 2000).

El suelo cuenta con distintas propiedades fisicas y quimicas. Entre las
propiedades fisicas encontramos a los factores de la estructura del suelo,
profundidad, disponibilidad de agua y color, entre otros. Una de las caracteristicas
fisicas importantes del suelo es la textura que corresponde a la distribucion relativa
de diferentes tamafos de particulas (arena, limos y arcillas), la cual afecta
directamente la aireacidén, movimiento del agua, crecimiento radicular entre otros. El
perfil de suelo esta conformado por capas bien definidas llamadas horizontes
identificados por las letras H, A, B, C y R. El horizonte H es una capa superficial
organica donde se acumula materia organica y se encuentra fresca o en
descomposicion. EL horizonte A es el superficial mineral donde la materia organica
descompuesta se asocia con el mineral. El horizonte B es el subsuperficial mineral,
en este horizonte pueden existir vestigios de la roca madre. El horizonte C es la
capa profunda en las que se muestran las caracteristicas de la roca madre y no
presenta evidencias de desarrollo edafico. El horizonte R es la capa mas profunda,
continua y coherente de roca dura que di6 origen al suelo (INEGI, 2007). La

disponibilidad de agua en un suelo se cuantifica como la capacidad de campo, esto



es el volumen de agua con el cual todas las porosidades del suelo se llenan y el aire

se desplaza.

Entre las propiedades quimicas encontramos al pH, el contenido de macro y
micronutrientes (Carbono, Nitrogeno, Fosforo, Potasio, Calcio, Magnesio, etc.) y

salinidad.

Los principales suelos de México

México es un pais megadiverso en el sentido biolégico y también en el
sentido geografico. EI INEGI (2014), reporta que en México cuenta con 26 de los 30
grupos de suelo reconocidos por el Sistema Internacional de la Base Referencial
Mundial del Recurso del Suelo (FAO-ISRIC-ISSS, 1998). Los suelos dominantes en
el territorio Mexicano son los Leptosoles (28.3% del territorio), Regosoles (13.7%),
Feozems (11.7%), Calcisoles (10.4%), Luvisoles (9%) y Vertisoles (8.6%), sumando
el 81.7% de los suelos que estan presentes en el pais (Figuras 2y 3). El 52.4% del
territorio nacional esta cubierto por suelos someros y poco desarrollados (Litosoles,
Regosoles y Calcisoles), los cuales tienen un bajo aprovechamiento agricola. Los

suelos mas feértiles (Feozems, Luvisoles y Vertisoles) ocupan 29.4% del territorio.

Figura 2. Proporcion de tipos de suelo en México. Tomada de Semarnat, 2008.
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Entre los principales tipos de suelo considerados en este trabajo, a
continuacion enumeramos algunas de sus caracteristicas generales: 1) Los
Litosoles son suelos poco desarrollados, delgados, pedregosos y pueden estar en
cualquier tipo de roca; 2)Los Regosoles son un grupo de suelos que no entran en
ningun grupo clasificado por el Sistema Internacional Base Referencial mundial del
Recurso del Suelo; 3)Los Feozems se forman sobre material no consolidado y se
encuentran en climas templados y humedos, son ricos en materia organica y son
utilizados para produccion de granos y hortalizas; 4) Los Calcisoles pertenecen a
zonas aridas y semiaridas, acumulan calcio y su potencial agricola es alto bajo
condiciones de riego y fertilizacion; 5) Los Luvisoles se encuentran comunmente en
climas templados vy frios o calidos y humedos con periodos de lluvia y sequia. Son
suelos muy fértiles y su uso agricola se basa en la produccion de grano y cafa de
azucar y finalmente; 6) Los Vertisoles pertenecen a climas semiaridos con
estaciones de lluvia y sequia. Se encuentran cercanos a lechos lacustres o riberas.
Tienen un alto contenido de arcilla, por lo que pueden acumular humedad. Son muy
fértiles pero dificiles de trabajar y se destinan principalmente al cultivo de hortalizas

y maiz (Sagarpa, 2008).

Figura 3. Distribucién de los distintos tipos de suelo en el pais.
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Dependiendo de la ubicacion geografica donde se localicen los suelos, éstos
estaran sujetos a las condiciones climaticas del sitio. De acuerdo a Lang (1915), un
ecosistema se puede clasificar en tres distintas categorias con base en el indice de
aridez (lA), el cual se calcula como la temperatura anual promedio, entre la
precipitacion anual promedio en un sitio. Con esta métrica se definen a los climas

aridos (IA<40), humedos (40<IA<160) e hiperhumedos (IA>160).

Antecedentes

La rizosfera se define como la capa de suelo estrechamente unida a las
raices de una planta (Bais et al., 2006); el término fue utilizado por primera vez por
Lorenz Hiltner en 1904 (Hartmann et al., 2007). Esta es la zona de la planta con el
mayor reclutamiento e interacciones microbianas, ya sea con microorganismos
patdgenos o benéficos los cuales contribuyen en el crecimiento y salud de las
plantas (Berendsen et al., 2012). Ademas de este ambiente particular, se ha definido
al compartimento endofitico como los sitios intra o intercelulares donde los
microorganismos pueden habitar formando relaciones simbidticas, comensalistas o

mutualistas (Ryan et al., 2007).

Estos ambientes son generados por las plantas debido a los exudados
radiculares liberados, los cuales son compuestos que actuan como una fuente de
nutrientes para los microorganismos y también son determinantes de la actividad y
densidad de sus poblaciones (Raaijmakers et al., 2008). Se ha observado que las
rizésferas presentan una composicion taxondmica distinta de la presente en el suelo
circundante representando un subconjunto de las comunidades de éste, lo que
podria implicar una probable seleccidn de los microorganismos por parte de la
planta (Berendsen et al., 2012). Por otro lado, se ha visto que el tipo de suelo y sus
variables fisicoquimicas son un componente importante para la estructuracion de las
comunidades de la rizosfera. El efecto generado por estas variables ha mostrado

explicar una mayor parte de la varianza entre microbiomas que parametros
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estudiados como la etapa de desarrollo de la planta o el genotipo de éstas

(Lundberg et al., 2012; Inceogdlu et al., 2010).

Figura 4. Los distintos compartimentos de la raiz. Diferentes nichos pueden ser
habitados por miembros de la microbiota de raiz desde el suelo en el exterior hacia la
rizésfera y los espacios inter e intracelulares de las plantas. Adaptada de Bulgarelli et al.,
2015.

Diferentes estudios sobre diversidad bacteriana han sido realizados en
rizésferas de plantas como Arabidopsis (Lundberg et al.,2012; Bulgarelli et al.,
2012), cebada (Bulgarelli et al., 2015), arroz (Edwards et al., 2015), maiz (Peiffer et
al., 2015), remolacha (Tsurumar et al., 2015) y tomate (Ottesen et al., 2013; Tian et
al., 2015) entre otros. En particular los estudios de Bulgarelliy Lundberg (2012) han
llevado a cabo el analisis de compartimentos endofiticos, enriqueciéndolos por

medio de un procedimiento de sonicacién de las raices con el fin de liberar a los
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microorganismos de estos espacios. En general los estudios en Arabidopsis han
encontrado que la rizosfera se encuentra dominado por los phyla Proteobacteria,
Acidobacteria y Bacteroidetes, mientras que el compartimento endofitico lo domina

el phylum Actinobacteria.

El tomate (Solanum lycopersicum), es una planta de interés agronémico y un
organismo modelo en el desarrollo de frutos (The Tomato Genome Consortium,
2012). Esta planta se encuentra en el cuarto lugar de los vegetales producidos
mundialmente. Su centro de origen no ha sido determinado con exactitud pero se
tiene la hipétesis que ha sido en México o Sudamérica. Su distribucion es amplia
debido a su interés agrondmico y su capacidad de crecer desde el nivel del mar
hasta los 3,300 metros de altura (Peralta & Spooner, 2008). Diversos estudios han
sido realizados para el analisis del microbioma de esta planta a nivel de filésfera
(Ottesen et al., 2013), rizésfera y compartimentos endofiticos (Tian et al., 2015;
Upreti et al., 2015).

Ottesen y colaboradores (2015) llevaron a cabo un analisis metagendmico
total de partes aéreas y subterraneas del tomate. En las raices encontraron que la
diversidad bacteriana era mayor que en la filésfera y encontraron particularmente a
los géneros Chryseobacterium, Leifsonia, Microbacterium, Arthrobacter y
Burkholderia. Varias cepas de éste ultimo género han sido aisladas de
compartimentos endofiticos de tomate por el grupo de Caballero Mellado (2007) y
probadas para su capacidades de fijacion de nitrégeno, produccion de ACC

deaminasa y solubilizacién de fésforo.

Tian y colaboradores (2015) realizaron estudios comparativos de los
microorganismos endoéfitos de tomates sanos contra tomates infectados por
nematodos, encontrando que los compartimentos endofiticos de tomates sanos eran

dominados por el orden de los Streptomycetales, Rhizobiales y Micromonosporales.

En los trabajos de Upreti y colaboradores (2015) se llevaron a cabo

aislamientos de enddfitos de raices de variedades de tomates susceptibles y
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resistentes al patdogeno Ralstonia solanacearum, logrando aislar bacterias de los
géneros Pseudomonas, Citrobacter, Enterobacter, Rhizobium, Pantoea 'y

Stenotrophomonas.

En este trabajo se plantea la caracterizacion fisicoquimica de los suelos
colectados, asi como la descripcion y analisis del microbioma de los distintos
compartimentos de raiz de tomates, por medio de secuenciacion de bibliotecas del
gen rRNA 16S y la prediccidon de funciones metabdlicas a partir del perfil flogenético

descrito a partir de la comparacion de los genes 16S con las bases de datos.

15



Objetivo general

Caracterizar las propiedades fisicoquimcas de suelos contrastantes
colectados en México de acuerdo a la carta edafolégica. Caracterizar la interaccion
planta-rizésfera-suelo describiendo la composicion taxonémica y una prediccion
metabdlica para evaluar si existen diferencias en los microbiomas rizésfera-suelo y
si efectivamente se compartimentaliza taxonémica y metabdlicamente; para dicho
efecto utilizaremos rizésferas y compartimentos endofiticos de Solanum

lycopersicum cultivadas en uno de los suelos colectados.

Objetivos particulares

e Hacer la colecta de al menos 5 tipos de suelos contrastantes.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos.

e Hacer un experimento de jardin comun, para contrastar el efecto del
suelo en el microbioma.

e Generar el perfil filogenético del microbioma de los compartimentos de la
raiz, mediante el analisis y comparacion de secuencias del gen 16S rRNA.

e Hacer predicciones metabdlicas a partir del perfil filogenético por cada
compartimento de la raiz analizado.

e Comparar los perfiles filogenéticos con otros sistemas analogos.

Hipoétesis

El microbioma de rizésfera y compartimento endofitico de las raices de
Solanum lycopersicum representara un subconjunto menos diverso que el
microbioma de su suelo circundante y a su vez, distinto al de compartimentos de

raices en otros sistemas.
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Metodologia

Esquema general del trabajo

Figura 5. Esquema general del trabajo. Utilizando distintos tipos de suelos colectados, se
sembraron plantas de S. lycopersicum para obtener bibliotecas de amplicones del gen 16S
rRNA a partir del DNA extraidos del suelo al tiempo inicial (S0), suelo al tiempo final del
crecimiento (SF), rizésfera (RF), compartimento endofitico (EC) y compartimento de raiz
(RA). Adicionalmente se hizo la cuantificacion de nutrientes en SO0 y SF.
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Colecta de distintos tipos de suelo

Se utilizé la carta edafolégica de la Republica Mexicana, provista por la
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO,
1995) para la planeacion de un transecto en el cual se cubrieran los puntos para el
muestreo de los principales tipos de suelo de México (Figura 6). En cada punto de
colecta se tomaron los siguientes metadatos: Fecha de colecta, coordenadas,

altitud, observaciones generales del sitio de muestreo y temperatura del suelo.

Figura 6. Mapa del territorio mexicano. Los puntos rojos sefialan con el identificador de la
muestra correspondiente a los sitios de colecta de suelos.

En cada localidad seleccionada se colectaron aproximadamente 2 Kg de

suelo a una profundidad maxima de 10 cm. Para la toma de muestras se utilizaron
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guantes estériles nuevos en cada sitio de muestreo. Las palas utilizadas se lavaron
y desinfectaron con etanol al 70% al iniciar y finalizar cada colecta. Los suelos
fueron conservados a 4°C en obscuridad. Un kilogramo de suelo fue transportado al
IIES, UNAM, campus Morelia y utilizado para realizar el analisis de la composicién
fisicoquimica. El otro kilo fue utilizado para llevar a cabo la siembra de plantas en
condiciones de invernadero. Adicionalmente se tomaron muestras de suelo por
duplicado en tubos Falcon estériles de 50 mL, los cuales fueron congelados en

nitrégeno liquido para la extraccion de DNA.

Analisis fisico-quimico de los suelos.

Los siguientes parametros fisicoquimicos fueron evaluados en todos los
suelos: pH, Nitrégeno total (NT), fésforo total (PT), carbono organico total (COT) y

carbono inorganico total (CIT).

Las muestras de suelos fueron preparadas previamente a los analisis de
contenido de nutrientes secandose en un horno a 75°C durante 24 horas, se
eliminaron tanto la materia organica (raices y hojas) como las arenas grandes y

finalmente se molié cada muestra en un mortero de agata.

El carbono total y carbono inorganico fueron determinados por el método
coulométrico (Huffman, 1977) en un coulémetro UIC CM5012. El carbono organico
total se calcula como la diferencia entre el carbono total y el carbono inorganico

total.

Para la cuantificacion de Nitrégeno total (NT) y Fdsforo total (PT), las
muestras fueron digeridas en H,SO, concentrado , H,0O, al 30%, K,SO, y CuSO, a
375°C. El NT se determindé por el método semi Kjheldadl, mientras que el PT fue
determinado por el método colorimétrico del molibdato después de una reduccion
con acido ascorbico (Murphy & Riley, 1962). Ambas determinaciones se realizaron

en un Autoanalizador Bran-Luebbe Il (Noderstedt, Germany).
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El pH de los suelos en todas las condiciones fue medido utilizando un
potenciometro. Para realizar la medicion se homogeneizé cada muestra de suelo, se
pesaron 10g de cada uno y se agitaron en 50 mL de agua destilada durante 30

minutos en un agitador orbital. Posteriormente se realizé la medicion.

Disefo experimental para el cultivo de tomates en jardin comun

Se llevé a cabo un experimento de jardin comun, en el cual se sembraron dos
plantas de S. lycopersicum en macetas duplicadas conteniendo cada uno de los
suelos muestreados dentro de un invernadero, mas una maceta con suelos control
sin plantas pero que recibieron el mismo tratamiento de riego. Las macetas fueron
codificadas numéricamente y dispuestas de manera aleatoria sobre la mesa; el riego
se hizo cada tercer dia hasta los 60 dias de crecimiento, tiempo tras el cual se llevo

a cabo la toma de muestras.

Figura 7. Diseno del experimento. Se contaban con 16 muestras de suelo inicial (S0) para
extraccion de DNA y analisis fisico quimicos (BGQ). Cada suelo se utilizé para llenar tres
macetas, en dos de ellas se crecerian plantas de S. lycopersicum y se obtuvieron las
muestras de rizésfera (RF), compartimento endofitico (EC) y suelo final (SF); la tercera
sirvi6 como control (CT) sin planta, recibiendo el mismo tratamiento de riego. Con las
plantas de la maceta réplica 2 de JAL5 se obtuvo el compartimento raiz (RA). Muestras de
suelo final fueron tomadas para analisis fisico quimicos.
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Germinacién de plantas

La superficie de semillas de S. lycopersicum fue desinfectada haciendo un
lavado en etanol al 70% durante 1 minuto y posteriormente en NaOCI al 30%
durante 3 minutos. Las semillas se enjuagaron en agua destilada estéril, se secaron
al aire y se colocaron en cajas Petri con agar al 1% para ser germinadas en una
camara de crecimiento a 27°C durante 96 horas en oscuridad, tiempo tras el cual se
eligieron 5 plantulas para transplantarlas a macetas con los 16 tipos de suelo por

duplicado.

Crecimiento de plantas en distintos tipos de suelo

Para llevar a cabo el cultivo de S. lycopersicum en el experimento de jardin
comun, los suelos fueron homogeneizados previamente al llenado de macetas.
Cinco plantulas de tomate germinadas en agar se transplantaron a macetas, las
cuales fueron llenadas con cada tipo de suelo por duplicado, mas una maceta
control de cada tipo de suelo en donde no se sembraron plantas. Tras el
establecimiento de las plantas (25 dias) se seleccionaron a los 2 individuos de
mayor talla y se removieron a los 3 restantes, dejando asi dos réplicas biologicas
por cada maceta. Las plantas fueron regadas cada tercer dia, pero el esquema fue
modificado a cada segundo dia debido al crecimiento de las plantas y el incremento

en la temperatura en el invernadero que provocaba desecacion de los suelos.

Las plantas se dejaron crecer hasta los 60 dias bajo condiciones de
fotoperiodo natural utilizando la pantalla en el invernadero para controlar la cantidad
de luz incidente en las plantas. Los datos de temperatura y humedad relativa del
invernadero fueron registrados cada 2 horas a lo largo del experimento con el

documentador ambiental Hobbo.
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Toma de muestras de suelo final, rizésfera y compartimento endofitico

Transcurridos los 60 dias de crecimiento se colectaron las muestras de
rizésferas (RF), compartimentos endofiticos (EC) y suelos circundantes (SF) de las
plantas, asi como los suelos control (CT). Adicionalmente se tomaron muestras

para analisis fisicoquimicos al final del experimento.

Para hacer la toma de muestras, se sacaron las plantas de las macetas, se
sacudieron las raices sobre una superficie de papel estéril para retirar el exceso de
suelo adherido a las raices, dejando solo el suelo de la rizésfera. Las raices fueron
separadas de la parte aérea de la planta y lavadas en buffer de fosfatos (PBS)
estéril para obtener la rizésfera, después se transfirieron a un tubo con buffer fresco
y se sonicaron para obtener la muestra de compartimento endofitico. Una vez
terminado el proceso de cada raiz, éstas se juntaron con su parte aérea
correspondiente y se secaron a 70°C hasta obtener peso constante, el peso seco se
registr6 como biomasa producida por cada planta. Todo el material de metal
utilizado se desinfecté con etanol al 98% y fuego antes de comenzar con cada
muestra. El protocolo utilizado para la colecta de las muestras se detalla en el
Anexo 2 de procedimientos de laboratorio
(https://drive.google.com/open?id=1jxjcjrXd TpU2AIKEmVCcxGYuVP0O8TBm7jBRHk1

d9zCs) y se presenta esquematizado en la Figura 8.
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Figura 8. Procedimiento de separacion de compartimentos de raiz. Las raices de S.
lycopersicum se separaron de las partes aéreas y se sometieron a tratamientos de lavado y
sonicacion para obtener las muestras de RF y EC. Una réplica de raiz de JALS fue lavada y
sonicada en conjunto para obtener el compartimento de raiz.

Debido a que se contaba con un duplicado de cada suelo y dos plantas en
cada maceta (identificadas como planta A y planta B), se procedié a procesar por
completo ambas plantas de una de las réplicas y se congelaron las raices completas
de la segunda réplica sin procesarlas. Se muestra una ejemplo de los identificadores

utilizados para cada caso:

Muestra procesada: JAL5S-RF-A, JAL5-EC-A, JAL5-SF-A

Muestra sin procesar: JAL5-A2-raices
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Para comprobar la eficiencia del proceso de sonicacién, una de las réplicas
de plantas sembradas en JAL5 se procesé de la manera mencionada anteriormente,
mientras que para la réplica restante se modificé el procedimiento, llevando a cabo
la sonicacion en el mismo tubo donde se obtuvo la rizésfera. Esta muestra fue

denominada como el compartimento raiz (JAL5-RA).

Extraccion de DNA de suelos.

El DNA de suelos de la condicién inicial y final (transcurrido el tiempo de
crecimiento de las plantas de tomate) fue extraido con el kit PowerSoil DNA Isolate
Kit (MoBio laboratories, Solana Beach, CA, USA) siguiendo el protocolo provisto por
el fabricante. La extraccion por este método incluye un paso de golpeo con perlas
para la lisis celular y reactivos para la disolucion y precipitacion de acidos humicos
que pueden inhibir las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) (Matheson et
al., 2010). Las extracciones se conservaron a -20°C para su posterior
procesamiento. La calidad del DNA se determiné por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%. Las condiciones utilizadas para correr los geles fueron: 90V por 30
minutos a temperatura ambiente en buffer TRIS/borato/EDTA (TBE) 0.5x estéril, pH
8.3. El DNA de cada extraccion se cuantificé por método espectrofotométrico con la
relacion OD,,,/OD,,, con el equipo NanoDrop lite (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE). El protocolo se detalla en el Anexo 2 de procedimientos de
laboratorio
(https://drive.google.com/open?id=1jxjcjrXdTpU2AIKEmMVCcxGYuVP08TBm7jBRHk1
d9zCs).

Extraccion de DNA de rizésfera y compartimento endofitico.

El DNA de rizésfera y compartimento endofitico colectados de las raices de

las plantas cultivadas en cada tipo de suelo en invernadero se extrajo con el kit

24



mencionado en el apartado anterior. Para realizar esto, se resuspendieron los
pellets obtenidos de cada compartimento en 200 uL de PBS estéril. El pellet
resuspendido se transfiridé a los tubos de extraccion del kit Power Soil y se procedio

con el protocolo de manera estandar.

Amplificacion del gen ribosomal 16S rRNA.

Se llevo a cabo la amplificacién por medio de PCR de los genes ribosomales
16S a partir del DNA gendmico utilizando los primers 341F y 805R. Este par de
primers amplifican las regiones hipervariables V3-V4 del gen rRNA 16S (Muyzer et
al., 1993). A continuacion se presentan las secuencias, las cuales cuentan con una
region adaptadora para secuenciacion en la plataforma Illlumina MiSeq. El segmento

correspondiente al primer para el gen del rRNA 16S se resalta en negritas:

341F: 5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACCTACGGGNGGCWGCAG 3'

805R: 5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGGACTACHVGGGTATCTAATCC 3'

Para llevar a cabo las reacciones se utilizd la polimerasa Pfx Platinum
(Invitrogen). Esta polimerasa cuenta con buffer de reaccion y un buffer enhancer, el
cual fue utilizado para mejorar la eficiencia de amplificacion. Las reacciones se
realizaron por duplicado en un volumen final de 20 uL cada una y se combinaron en
un solo volumen. En los casos en los que la amplificacion resulté negativa con esta
enzima, se usO la polimerasa Tag (Promega. Madison, WI, USA) para la
amplificacion, seguida de la reparacion de los extremos con el fragmento Klenow
(New England Biolabs). Las concentraciones finales de reactivos utilizados con la
polimerasa Pfx y Taq se presentan en las tablas 1y 2 respectivamente. Se utilizo el
mismo programa de PCR (Tabla 3) en ambos casos, modificando solamente la

temperatura de extension que en el caso de Pfx es 68°C y para Taq es de 72°C.
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Tabla 1. Concentraciones finales de reactivos para la amplificacion con polimerasa
Pfx.

Tabla 2. Concentraciones finales de reactivos para amplificacién con polimerasa Taq

Tabla 3. Progama de PCR utilizado. * Temperatura para Pfx. ** Temperatura para Tagq.

Purificacion de amplicones y reparaciéon con fragmento Kilenow

Los amplicones de todas las muestras fueron purificados a través de una
columna de silica con el kit Wizard SV Gel and PCR Cleanup System (Promega.
Madison, WI, USA) directamente de la reaccion de PCR de acuerdo al protocolo del

fabricante.

Las muestras amplificadas con la polimerasa Taq fueron purificadas

previamente a la reparacion con el fragmento Klenow. La columna de cada muestra
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se guardo y se volvié a realizar la purificacién por la columna correspondiente a

cada muestra después de haber realizado la reparacion.

Para realizar la reparacion se mezclaron los 50 uL de amplicones resultantes
de la primera limpieza con 5.5 uL de buffer de reaccién (1X), 0.16 uL de Klenow (5
U/uL) , y 0.7 uL de dNTPs (2.5 mM). El volumen final de reaccion fue de 56.3 uL. Se
realizé una incubacion por 15 minutos a 25°C y una inactivacion por calor durante
20 minutos a 70°C.

Secuenciacion masiva.

La secuenciacion de amplicones de rRNA 16S de JAL5-SF, JAL5-RF,
JALS-EC y JAL5-RA se realiz6 en el equipo lllumina MiSeq con una configuracion 2
x 300 pair-end en la Unidad de Secuenciacion Masiva del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.

Procesamiento y analisis de datos de secuenciacion.

Analisis de calidad y ensamblado

Los datos de secuenciacion fueron recibidos en el formato FASTQ, el cual
contiene las secuencias de las lecturas y los valores de calidad por cada base. Se
grafico la calidad de las lecturas crudas con la herramienta Fastx toolkit

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) con la finalidad de conocer la calidad de las

lecturas de la corrida de secuenciacion y poder planear el ensamblado vy filtrado de

calidad de las secuencias ya ensambladas.

Las secuencias fueron ensambladas con el programa Pandaseq (Masella et

al., 2012). Este programa genera archivos de salida en formato FASTA donde se
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encuentran todas las secuencias ya ensambladas. Para realizar los ensamblados se
pidié que la longitud minima y maxima de secuencias utilizadas fuera de 250 y 470
pb respectivamente, que el empalme entre lecturas fuera de al menos 15 pb y que
se excediera un umbral del 98% de certidumbre de la asignacién de base correcta.
Las secuencias con baja calidad o bases ambiguas se descartaron para los analisis

subsecuentes.

Asignacion taxonémica

Para asignar OTUs se hizo un agrupamiento de secuencias con CD-HIT-EST
(Li et al, 2006) al 97% de identidad de secuencias. Posteriormente se genero una
tabla de OTUs con QIIME (Caporaso et al, 2010) y los indices de diversidad alfa
fueron calculados con el paquete de R phyloseq (McMurdie et al, 2013). Los indices
considerados son: especies observadas, Shannon, Simpson, asi como el estimador

no paramétrico Chao1.

Los archivos de las secuencias ensambladas de JAL5-SF, JAL5-RF,
JAL5-EC y JAL5-RAIZ se cargaron en el servidor MG-RAST (Meyer et al., 2008)
para realizar la asignacion taxondémica contra la base de datos Greengenes (De
Santis et al., 2006) usando el algoritmo de “Best Hit Classification” con los
parametros de longitud minima de alineamiento de 15 pares de bases, e-value de
1e-5 y un minimo de identidad del 97% como se ha reportado para la identificacién
de especies bacterianas (Stackebrandt & Goebel 1994). Al aplicar estos parametros,
las secuencias se comparan de forma pareada contra la base de datos y todas las
secuencias que cumplen con el criterio se agrupan y se reportan como un OTU. Las
tablas de abundancia taxondmica de cada muestra fueron descargadas en formato
“biom”, que fue convertido a formato tabular y se calculé la abundancia relativa a

nivel de phylum por cada compartimento.
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Predicciones funcionales

Se llevd a cabo la prediccion funcional a partir de las secuencias del gen 16S
rRNA de JALS5 de forma global utilizando la version en linea del programa PICRUST
(Langille et al, 2013) (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) contra la base de
datos KEGG (Kanehisa & Goto 2000). Para realizar este analisis los archivos
FASTA de los ensamblados de las muestras JAL5-SF, JAL5-RF, JALS-EC Y
JALS-RA se concatenaron en un solo archivo, sobre el cual se realiz6 la asignacion
taxondmica contra una base de datos de organismos de referencia de Greengenes
que solo contiene los OTUs de los cuales existen genomas completamente
secuenciados, resultando en una tabla de OTUs. La tabla de OTUs fue normalizada
por el numero de copias del gen ribosomal en cada organismo sobre el cual se hizo
la asignacion taxonomica contra la base de datos Greengenes. Finalmente, se
realizd la prediccion funcional del metagenoma mediante una estrategia de
inferencia de contenido génico, en donde a partir de un arbol filogenético de
referencia de los OTUs, se obtienen tablas de contenido génico para los organismos
de los cuales se cuente con dicha informacion. De los nodos terminales en los que
no se cuente con la informacion de contenido génico, se hace una inferencia a partir
de la reconstruccion de caracteres ancestrales para ese OTU, asignandole una tabla

de contenido génico probable.

Las tablas de funciones predichas por compartimento se transformaron
aplicando el logaritmo base 2 con el objetivo de normalizar las cuentas y se
graficaron a las 50 mas abundantes en forma de un mapa de calor en R, utilizando
el paquete phyloseq. El procesamiento de estos datos se detalla en el Anexo 1 de
scripts
(https://drive.google.com/open?id=1jxjcjrXd TpU2AIKEmVCcxGYuVPO8TBmM7jBRHk 1
d9zCs).
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Analisis de ordenamiento de muestras de suelo

Utilizando los datos de las variables fisico-quimicas de los suelos y los datos
del indice de aridez se hizo un ordenamiento de las muestras de suelo mediante un
analisis de componentes principales en R con la libreria “stats” para observar las
diferencias que pueden existir entre cada uno de los suelos colectados. Los
comandos utilizados para este proceso de detallan en el Anexo 1 de scripts
(https://drive.google.com/open?id=1jxjcjrXdTpU2AIKEmMVCcxGYuVP0O8TBm7jBRHk1
d9zCs).

Comparaciones con otros sistemas

Utilizando las secuencias cargadas en MG-RAST que sirvieron para realizar
la asignacién taxonémica, se llevo a cabo un analisis comparativo del microbioma
de cada compartimento de JALS contra proyectos publicos de amplicones de rRNA
16S de microbiomas asociados a raices de plantas. Las comparaciones se
realizaron contra el microbioma de rizésfera de Arabidopsis thaliana (Lundberg et
al., 2012) y contra el microbioma del compartimento endofitico en plantas de tomate
sanas (Tian et al., 2015).

Se descargo una tabla de abundancias de OTUs en formato BIOM de todas
las muestras de JALS5, mas las muestras de Arabidopsis con los identificadores
ERR131835rz, ERR131834rz, ERR131826s0, ERR131825s0 y una muestra de
endofitos de tomate con el identificador 4603086.3. Esta tabla fue convertida a
formato tabular y con ella se realizé un ordenamiento de las muestras con los datos
de abundancia por medio de un analisis de correspondencias para observar las
diferencias que existen entre los distintos microbiomas. Los comandos utilizados
para este proceso se detallan en el Anexo 1
(https://drive.google.com/open?id=1jxjcjrXd TpU2AIKEmVCcxGYuVP08TBm7jBRHk1
d9zCs).
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Resultados y discusion

Clasificacion y caracteristicas ambientales de los tipos de suelo colectados en

este trabajo.

Se colectaron 16 diferentes tipos de suelo de México. La clasificacion general
por tipo de suelo se llevd mediante la busqueda en las cartas edafologicas del
territorio mexicano (CONABIO, 1995) y las coordenadas de muestreo. Las unidades
principales de suelos colectados corresponden a Castafiozem (1), Planosoles (3),
Feozems (3), Luvisol (1), Vertisoles (3), Regosoles (1), Litosoles (1) y Cambisoles
(3) (Tabla 4). De esta ultima unidad de suelo, la muestra ZAC1 no es un suelo sensu
stricto, esta muestra fue tomada de un jal minero en Zacatecas, donde existe la

presencia de cobertura vegetal.

Tabla 4. Datos ambientales y geograficos de los sitios de colecta de suelos. Se
muestra el identificador de cada muestra, tipo de suelo, coordenadas, altitud, temperatura
del sitio, precipitacion anual e indice de aridez de cada sitio.
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Figura 9. Suelos colectados en una variedad de condiciones climaticas presentadas
como el indice de aridez. Los suelos se disponen de acuerdo a su capacidad de retencion
de agua siendo SIN1 el de mejor capacidad de retencion y JALS el menor.

En la Figura 9 se puede observar que los diferentes suelos colectados se
ubican en sitios con distintas condiciones climaticas. En el eje X se encuentran cada
uno de los suelos colectados, ordenados con base en su capacidad de retencion de
agua y en Y el indice de aridez (IA) calculado utilizando los datos histéricos de
precipitacion y temperatura para cada sitio consultados en el sitio web del Centro de
Ciencias de la Atmoésfera, UNAM (http://uniatmos.atmosfera.unam.mx/ACDM/,
2015). Un mayor IA indica que los suelos tienen una mayor disponibilidad de agua
anualmente, mientras que un IA bajo, indica una baja disponibilidad de agua por

ano.

De acuerdo al indice de Lang, los ambientes se pueden clasificar en aridos
(IA<40), humedos (40 < IA <160) e hiperhumedos (IA> 160) (Lang et al., 1915). En
este sentido, los suelos con la mayor disponibilidad de agua debido a las
condiciones climaticas de los sitios (IA) son JAL3, JAL4, JAL5, NAY2 y NAY3, que
corresponden a climas humedos, mientras que el resto de las muestras de suelos
pertenecen a climas considerados aridos bajo este esquema. Con base en estos
parametros, podemos esperar observar diferencias en los microbiomas de los
suelos iniciales de climas humedos contra los de climas aridos, ya que la cantidad

de humedad en los suelos es un factor que puede estar determinando a las
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comunidades bacterianas de suelos y rizésferas, aunque pueda ser dependiente

también de la especie de planta. (Chen et al., 2007; Zhang et al., 2013).

Crecimiento y biomasa de las plantas utilizadas en el experimento de jardin

comun con los multiples suelos colectados.

Todas las plantas de S. lycopersicum utilizadas para el experimento de jardin
comun (64 plantas) crecieron satisfactoriamente hasta 60 dias post-germinacion en
todos los suelos utilizados en el estudio. Durante el experimento, las plantas de
ZAC1 murieron debido a desecamiento al dia 35 del experimento y fueron

re-sembradas, lograndose crecer hasta los 60 dias también.
Producciéon de biomasa promedio por tipo de suelo
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Figura 10. Produccion de biomasa promedio de plantas de S. lycopersicum por tipo

de suelo. La mayor produccion de biomasa sucedio en el suelo Kastafiozem SLP1.
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Los datos de produccién de biomasa (peso seco de las plantas) fueron
documentados posteriormente a la toma de muestras de los compartimentos de
raiz. En la Figura 10 se presenta un histograma con los datos de biomasa promedio
por sitio, donde cada uno fue ordenado de forma decreciente de acuerdo a la
produccién de biomasa en el eje X. El desarrollo de las plantas varié dependiendo
del suelo en el que fueron cultivadas. La mayor biomasa fue alcanzada en las
plantas cultivadas en el suelo SLP1 con un promedio de 0.76 g, siendo mas del
doble del siguiente valor promedio (SIN2; 0.31 g) . Las plantas con el desarrollo mas
pobre son las correspondientes a los suelos de NAY2 y ZAC1 (Figura 11 Ay B) con

0.08 y 0.06 g de peso promedio respectivamente.

Figura 11. S. lycopersicum de 60 dias postgerminacén. El suelo SLP1 (izquierda) tuvo
las plantas con la mayor produccion de biomasa. El suelo NAY2 la segunda menor
(derecha).
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Analisis de fisicoquimico de los suelos.

Se determinaron las concentraciones de CT, NT, PT y pH de los suelos en el
tiempo inicial y final del experimento. Los resultados de las cuantificaciones
comparando el tiempo inicial y final de cada nutriente y pH se muestran en las
Figura 12 (A-C).

Acerca de la concentracion de carbono total (Figura 12-A), se observa un
incremento en el tiempo final del experimento en los suelos de los sitios JAL1 ,
JAL4, JAL5, NAY2, NAY3, SIN1, SIN2, SLP1, AGS1 y DGO 1. El resto de los suelos
tuvieron disminuciones ligeras. En cuanto a la concentracion de fosforo total (Figura
12-C), se observa un incremento en todas las muestras, salvo en JAL3, JALS,
NAY2, GTO1, SIN2, SLP1 y DGO1. Finalmente, sobre los cambios en la
concentracion de nitrégeno (Figura 12-B), se puede ver que la cantidad por gramo
de suelo incrementd en todas las muestras menos en las muestras JAL1, SIN1,

SIN2 y SLP1, las cuales presentan una disminucién de concentracién al tiempo final.

Tabla 5. Relaciones entre las concentraciones de nutrientes en los distintos suelos

colectados al tiempo inicial y final del experimento de cultivo de S. lycopersicum.
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Al observar las relaciones entre nutrientes (Tabla 5), se encontré que la
relacion C:N aumenta en las muestras JAL1, SIN1, SIN2 y SLP1, mientras que en
las demas muestras esta relacion aumenta del tiempo inicial al final. Las relaciones
C:P disminuyen en las muestras GTO1 (T0=1.8; TF=1.4), GTO2 (T0=2.5; TF=1.3),
GTO3 (T0=4.0; TF=1.7), ZAC1 (T0=0.8; TF=0.4), JAL2 (T0=7.2; TF=1.5) Y JAL4
(T0=26.5; TF=2.6). Las disminuciones de esta relacion en los ultimos dos sitios
mencionados resultan ser muy drasticas debido al considerable aumento de fésforo
(Figura 12-C). Las concentraciones de fosforo en el tiempo inicial de estas muestras
son muy bajas (<0.01 mg/g), lo cual podria ser resultado de un error en lectura del

autoanalizador.

Los incrementos de las relaciones C:N en las muestras JAL1 (T0=5.0;
TF=10.8), SIN2 (T0=2.6; TF=10.4) y SLP1 (T0=8.2; TF=24.8) nos muestran que las
concentraciones de nitrogeno en los suelos de estos sitios disminuyeron al final del
experimento de cultivo de S. lycopersicum. Esta tendencia resulta inversa en los
demas suelos. Los suelos en los que las concentraciones de carbono total eran
bajas y no tuvieron incrementos de este nutriente (JAL2, JAL3,GTO2, GTO3, NAY2,
NAY3, ZAC1, DGO1, JAL5) muestran un incremento en la cantidad de nitrégeno.
Esto puede ser debido a que cuando hay una baja disponibilidad de carbono
organico disuelto en el ambiente, las vias de nitrificacion bacteriana son favorecidas,
aumentando las concentraciones de nitratos en el ambiente (Vitousek, 2002;
Strauss & Lamberti 2002). El incremento de nitrégeno en estas muestras nos lleva a
especular sobre la presencia y probable enriquecimiento de bacterias fijadoras de
nitrdgeno como, por ejemplo, bacterias del orden Burkholderiales, que han sido
aisladas de la rizésfera de tomates y probadas para llevar a cabo estas funciones y

algunas otras de interés agronomico (Caballero-Mellado et al., 2007).
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Figura 12. Analisis fisicoquimicos realizados en los suelos al tiempo inicial y final del
cultivo de S. lycopersicum. A) Concentracion de carbono total (mg/g suelo). B)
Concentracion de nitrégeno total (mg/g suelo) C) Concentracién de fosforo total (mg/g
suelo). D) pH medido en los suelos. Los suelos en el eje X se ordenaron de acuerdo a la

produccion de biomasa en orden decreciente.

La relacion C:N ha sido reportada como un factor importante para los
cambios en las estructuras de comunidades microbianas en suelos (Kuramae et al.,

2012), por lo que se espera encontrar la mayor cantidad de diferencias entre las
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comunidades bacterianas de los suelos iniciales y finales de los sitios JAL1, JALZ2,
JAL3, JAL4,4, SIN1, SIN2, y SLP1 debido a que en estos se registré el mayor

cambio de esta relacion.

En cuanto al pH de los suelos colectados (Figura 12-D), los Vertisoles
(GTO1-3), Planosoles (JAL1, AGS1, DGO1), Feozems (JAL2, SIN1), el Litosol
(JALS), Regosol (SIN2) y Cambisol (ZAC1) tuvieron un pH alcalino (pH>7), mientras
que el Litosol (JAL3), Feozem (JAL4), Kastaiiozem (SLP1) y Cambisoles (NAY2-3)
presentaron un pH &cido o cercano al neutro (pH<7). En el tiempo final del
experimento, los suelos del sitio JAL4 y SLP1 pasaron de acidos a neutros,
observandose el cambio mas pronunciado en JAL4 que pas6 de pH 5 a pH 7.2. El
pH ha sido propuesto como uno de los factores abidticos que estructuran
fuertemente a las comunidades bacterianas en los suelos (Fierer & Jacskon; 2006).
Se ha visto que en escalas geograficas grandes (continente americano) esta
variable es responsable de explicar una buena parte de la variabilidad de las

comunidades microbianas de suelos (Lauber et al., 2009; Mannisto et al., 2007).

Para observar qué factores fisicoquimicos del suelo podrian estar teniendo
mayor influencia en la productividad de las plantas de tomate, se realizaron
correlaciones multiples de Pearson con los datos de produccion de biomasa,
concentracion de nutrientes en suelo en el tiempo inicial y final, asi como las
relaciones estequiométricas de éstos (Figura 13) y se encontré que las
correlaciones mas altas (r>0.68) con la biomasa de las plantas son: CT en el tiempo
inicial (r= 0.68), CT en el tiempo final (r=0.79), C:N final (r= 0.79) y C:P final (r=
0.79). De las correlaciones mostradas, las que tienen un mayor valor de r con la
biomasa son con la concentracion de carbono al tiempo final y la relaciéon C:N al
tiempo final, lo cual nos sugiere la posible implicacién del aporte de carbono por

parte de las plantas con mayor biomasa.
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Figura 13. Correlaciones multiples de Pearson de las variables fisicoquimicas vs. la
produccién de biomasa promedio. El carbono al tiempo inicial y final, junto con la relacion

C:N y C:P finales son las variables mas relacionadas a la produccién de biomasa.

La Figura 14 muestra un grafico de Componentes Principales (PC) con los

distintos suelos colectados y de las variables fisicoquimicas del tiempo inicial. El

primer componente explica el 40.9% de la varianza, mientras que el segundo explica

20.0%. Las variables que estan explicando la mayor parte de esta varianza son las

concentraciones de nutrientes totales (NT, CT, PT) iniciales. Se puede observar que

los Vertisoles (V), Planosoles (W) y Castafiozem (K) forman un grupo influenciado

por la variable de pH inicial de los suelos. Las muestras de los suelos clasificados

como Feozems (H) no forman un grupo discreto, sino que estos suelos presentan la

mayor separacion por tipo de suelo. Los Cambisoles (B) de los sitios NAY2 y NAY3
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forman otro grupo distinto, guiado por el indice de aridez y no se agrupan con el
tercer suelo clasificado como cambisol (ZAC1). Finalmente, la muestra de Regosol

(R) se encuentra separada por las variables NT y PT.

Con base en estos resultados se puede esperar que las comunidades
bacterianas de los suelos SIN2, NAY2, JAL2 y JAL4 sean las que presenten perfiles
filogenéticos mas distintos entre si, como se ha mostrado en distintos estudios en
los que se comparan distintos suelos iniciales y terminan estructurando
comunidades bacterianas distintas (Winston et al, 2014; Lundberg et al, 2012;
Bulgarelli et al., 2015).

El mayor incremento de carbono al tiempo final es en SLP1 (T0=79.35;
TF=146.37). En SLP1 también se ve la mayor diferencia entre la tasa C:N del tiempo
inicial al final (T0=8.2; TF=24.8), esto nos esta hablando del mayor aprovechamiento
de las fuentes de nitrégeno y del incremento en el carbono en el suelo al tiempo
final. Las plantas crecidas en SLP1 también tuvieron la mayor talla y un sistema
radicular mas desarrollado, esta condicion puede estar favoreciendo una mayor
deposicion de carbono por parte de la raiz en el medio a comparacion de las demas
plantas de tomates con menos de la mitad de biomasa producida y raices menos
desarrolladas (Nielson et al., 1994; Bekku et al., 2012). Al observar las diferencias
en el pH medido en este suelo, vemos que hay una neutralizacion, pasando de 6.8

en el tiempo inicial a 7.9 en el tiempo final.

El incremento del pH del medio también podria ser debido a la actividad
metabdlica de bacterias heterétrofas en SLP1. Se ha visto que muchas bacterias
son capaces de precipitar CaCO, en experimentos de laboratorio, esto se ha venido
sugiriendo desde hace mucho tiempo (1914) y confirmado en experimentos
recientes (Knorre et al., 2000). El rol de las bacterias en la alcalinizacién, mediante
la precipitacion de carbonato bacteriano puede ser pasivo y activo. En el modo
pasivo de precipitacion de carbonatos se puede obtener por multiples vias
(amonificacion, reduccion de nitratos, degradacion de urea/acido urico, sulfato

reduccion). Por otro lado las vias activas de precipitacion de carbonatos parecen ser
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una respuesta al enriquecimiento de materia organica en el medio que terminan
dando como resultado un incremento en el pH (Castanier et al., 2000). Por lo que en
conjunto con los datos C:P; C:N; N:P de SLP1 pensamos que los cambios son
debidos a la actividad metabdlica de bacterias en un medio enriquecido por
fotosintatos derivados al suelo por parte de la planta, que finalmente adquiere mayor

biomasa utilizando efectivamente el N y el P disponibles en SLP1.

Figura 14. Anadlisis de componentes principales de los diferentes suelos colectados.
Los puntos de cada muestra se colorean de acuerdo a su tipo de suelo. B=Cambisol,
H=Feozem, I=Litosol, K=Castafiozem, L=Luvisol, R=Regosol, V=Vertisol, W=Planosol. Las
flechas muestran a las variables consideradas para el analisis.

Ahora bien, si el suelo y sus caracteristicas fisicoquimicas fueran lo que
determina el fenotipo de la planta se esperaria que las plantas sembradas en SLP1
y GTO1 fueran muy similares, esto debido a su distancia en el analisis de
componentes (Figura 14). Sin embargo, la biomasa de las plantas es contrastante
SLP1=0.76 g ; GTO1=0.25 g. La explicacion posible a estas diferencias deben de
radicar en las distintas comunidades de microorganismos que se estan reclutando

en la rizosfera de las plantas.
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Construccion de bibliotecas del gen rRNA 16S

Se prepararon bibliotecas del gen rRNA 16S mediante la amplificacién de la
region hipervariable V3-V4 de las muestras de SO, SF, RF, EC, CT de las plantas de
tomate crecidas en cada uno de los suelos y el caso particular del compartimento
RA de una réplica de las plantas de JAL5 (Figura 12 y 13). En este trabajo se
muestran los resultados a las muestras correspondientes a JAL5-SF, JAL5-RF,
JALS-EC Y JAL5-RA . Se eligié esta muestra para estandarizar los protocolos de
extraccién y separacion de los componentes del suelo, rizosfera y compartimento
endofitico. Todas las muestras (80) se encuentran en estos momentos en la cola del

secuenciador MiSeq® en la unidad de secuenciacion masiva del IBT, UNAM.

Control de calidad de las secuencias del gen rRNA 16S

En la figura 15 A y B se presenta la calidad de las lecturas crudas de
secuencias de la muestra JAL5-SF generadas por secuenciacién Illlumina MiSeq en
configuracion 2x300 paired end. En el eje x se presenta la posicion de cada base
secuenciada (1 a 300) y en el eje y la media y varianza del valor de calidad PHRED
por cada posicion. Se observa que las lecturas de secuenciacibn comienzan con
calidades arriba de 20 desde el extremo 5' pero a medida que se acerca al 3', la
calidad baja a un valor PHRED < 20 después de la posiciéon 250 de las lecturas.
Este efecto se ve mas pronunciado en las secuencias en sentido reverso (Figura
15-B). Este comportamiento en las lecturas de lllumina ha sido documentado
previamente y se ha visto que también ocurre las salidas de otras tecnologias como
454. La acumulacion de estos errores hacia el final de las lecturas sucede por el
decaimiento de la relacién sefnal/ruido durante el proceso de secuenciacion y se ve

mas pronunciado en las lecturas largas (Knief, 2014).

En la figura 15-C se puede observar el efecto sobre las calidades de

secuenciacion posterior al ensamblado. El ensamble fue estricto, considerando una
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confianza en el llamado de las bases igual o superior al 95% de certidumbre, una
longitud minima para considerar a una secuencia de 250 bp y una maxima longitud

de ensamble de 470 bp, considerando un empalme (overlap) de 15 pares de bases.

Figura 15. En esta grafica se representa el ensamble logrado por pandaseq. A) Calidad
de secuencias crudas en sentido positivo. B) Calidad de secuencias crudas en sentido
reverso. C) Las primeras 9 bases corresponden a los adaptadores de secuenciacion,
alrededor de la base 250 la calidad cae drasticamente, pero al momento de ensamblar la
calidad de la lectura mas alta es tomada para el ensamblado. Las barras rojas (Ay B) y

amarillas (C) representan la varianza que tiene picos maximos en la zona del ensamblado.
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En la tabla 6 se presentan los datos del numero de secuencias crudas y
ensambladas. Después del proceso de limpieza y ensamblado, se recuperaron el
17.50% de las secuencias del suelo final (SF), 16.43% de la rizosfera final(RF),
10.8% del compartimento endofitico (EC) y 10.1% de la muestra denominada raiz
total (RA=RF+EC). En el proceso de ensamble se pierden miles de secuencias que
no cumplen con los criterios mencionados, pero aun asi se conservan entre decenas
y cientos de miles de secuencias de alta calidad para el analisis. En este sentido, es
preferible filtrar de esta forma y quedarse con secuencias que cubren los criterios de

calidad ya que de esto dependen todos los analisis subsecuentes.

Compartimento Secuencias crudas  No. Secuencias %
(PE) ensambladas ensamblado
SF 881504 154305 17.5
RF 753343 123844 16.44
EC 690881 74952 10.85
RA 640129 64651 10.1

Tabla 6. Eficiencia del proceso de ensamblado de secuencias crudas. En el peor caso
se recupero el 10% de las secuencias.

Diversidad microbiolégica y estimacion de Unidades Taxonémicas Operativas
(OTUs).

Los OTUs estan definidos a un nivel de identidad de secuencia del 97%. En
la Tabla 7 se enumeran los descriptores basicos de diversidad: numero de especies
observadas, el indice de Shannon, indice de Simpson y el estimador no paramétrico
Chao1. El indice de Shannon revela la entropia de un sistema bioldgico estimando
el total de especies presentes y su abundancia relativa, a mayores valores, mayor
diversidad en términos generales (Hill, 2003). El indice de Simpson sirve para ver

que tan dominada esta una comunidad, calcula la probabilidad de que en un
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muestreo aleatorio dos individuos pertenezcan a diferentes especies, con valores
que van de 0-1, donde 1 representa a comunidades altamente dominadas y 0 a
ambientes con una equitatividad entre todos los representantes de una comunidad.
Finalmente, Chao1 es un estimador que calcula la frecuencia de especies raras en
la muestra y estima el numero de especies no detectadas, con lo que puede
entenderse como un valor esperado de la diversidad, que al ser comparado con el
valor observado puede darnos idea de lo bien realizado del muestreo (Gotelli y Chao
2013).

Muestra Observada Shannon Simpson Chao1
JAL5-SF 7588 7.75 1.00 7937.15
JAL5RF 6264 6.94 1.00 7414.38
JAL5-EC 4096 6.21 0.99 5499.27
JAL5-RA 4650 6.63 0.99 6410.229

Tabla 7. Métricas de diversidad alfa (Observada, Shannon, Simpson y Chao1) en los
distintos compartimentos de raiz de JALS5. La mayor diversidad fue obtenida en SF
seguido de RF, RAy EC.

En la Tabla 7 se observa que la mayor cantidad de especies esperadas esta
en el suelo final (SF), disminuye en la rizosfera (RF) y se vuelve mas especifica en
el compartimento endofitico (EC). La muestra RA comprende un proceso de
extraccion que mezclaba la separacion del EC y RF, a través de pasos de
sonicacién y lavado, era esperado tener mayor diversidad que EC, pero a niveles
comparables de RF. La comparacion entre el numero de especies observadas y las
esperadas nos indica que la estrategia de extraccion de DNA metagendmico, la
amplificacion, construccion de bibliotecas y cobertura de secuenciacion fue
adecuada ya que hay poca diferencia en general entre el total de especies
observadas y esperadas. El indice de Shannon nos indica que estas comunidades
son muy diversas, en macroorganismos se consideran ambientes muy diversos con

valores de 3-4 en Shannon (Gliessmon et al., 1988). En el caso del indice de
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Simpson nos indica que a pesar de la gran diversidad, se trata de comunidades
altamente dominadas por unas cuantas especies. Comparando estos resultados con
los que se obtuvieron en Arabidopsis (Lundberg et al., 2012) tenemos valores
comparables, aunque JALS5 es mas diverso que Arabidopsis: SF(Ath)=6.0,
SF(JAL5)=7.75; RF(Ath)=5.7, RF(JAL5)=6.94 y; EC(Ath)=3.4; EC(JAL5)=6.21.

Perfiles filogenéticos de los compartimentos de raiz en JALS.

Se construyeron los perfiles filogenéticos a nivel de Phylum de cada
compartimento de las raices de tomates crecidos en el suelo JAL5 (Figura 16). Los
grupos mas abundantes (>1%) en todos los compartimentos corresponden a los
phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia, Cyanobacteria,
Actinobacteria, Planctomycetes y Acidobacteria. A partir del suelo final (JAL5SF) se
observan cambios en las abundancias relativas de cada phyla conforme se pasa a
compartimentos especificos. El grupo de las Proteobacterias se enriquece en el
compartimento de RF (de 27% a 33%) y disminuye ligeramente en EC y RA (24.9%
y 24.1%). Los Bacteroidetes (15.5% en SF) se enriquecen en los compartimentos
RF, RA'y EC (20.7%, 26.1% y 36.1%). El patron observado para los Bacteroidetes
es inverso para el caso de los Firmicutes (19.1% en SF). La abundancia relativa de
este grupo disminuye en los compartimentos RF, RAy EC (9.0%, 9.7% y 7.4%). La
abundancia relativa del Phylum Verrucomicrobia es mas del doble en los
compartimentos RF y RA (14.1% y 15.15) a comparacion de SFy EC (6.0% y 9.1%).
Existe una tendencia similar a los Bacteroidetes, para los casos de Actinobacteria
(SF=8.5%, RF=5.5%, RA=3.9%, EC=3.3%) y Acidobacteria (SF=5.1%, RF=2.9%,
RA=2.2%, EC=2.1%). En el caso de las Cyanobacterias, existe un incremento en su
abundancia en los compartimentos de raiz (SF=1.9%, RF=6.1%, RA=12.2%,
EC=12.0%). Cabe mencionar que los datos no fueron filtrados de las secuencias de

cloroplastos, lo que puede estar alterando estos conteos.
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Figura 16. Abundancia relativa a nivel de phylum en cada compartimento de raiz de

JALS.

Adicionalmente, se analizaron los perfiles filogenéticos de los
compartimentos, a nivel de orden. Se graficd una filogenia a partir de un arbol de
referencia (Figura 17), donde se presenta la abundancia de cada filotipo por
muestra con un histograma en los nodos terminales del arbol. Se puede observar
que a nivel de Orden, estos se encuentran distribuidos en todos los compartimentos
con diferencias en la abundancia relativa. Los grupos taxondmicos que no son

ubicuos en todos los compartimentos corresponden a: 1) Aeromonadales, presentes
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en SF, RF y RA; 2) Gallionelales, presentes solo en SF y EC; 3) Fusobacteriales,

ausentes en EC y 4) Kordiimondales, presentes solo en RF y EC.

Los Anaeroplasmatales son un orden perteneciente a los Tenericutes, dentro
de este grupo se contienen a los géneros Anaeroplasma y Asteroplasma. El género
Anaeroplasma cuenta con solamente 4 especies aisladas: A. bactoclasticum, A.
abactoclasticum, A. intermedium y A. varium (Robinson & Freundt, 1987). Estos son
organismos anaerobios obligados que fueron aislados de rumen de bovinos. Las
diferencias entre los Anaeroplasma y Asteroplasma radican en el requerimiento de
esteroles de Anaeroplasma para su crecimiento y en caracteristicas antigénicas
(Robinson & Freundt, 1987). En la muestra JAL5 fueron encontrados en suelo y
rizésferas, pero no en compartimento endofitico. Se ha encontrado la presencia de
esteroles en suelos y se ha visto que el tipo de esteroles presentes pueden ser
indicadores de diversidad en flora y fauna (Metter et al., 1970) y que ademas son
factores estructurantes de comunidades microbianas en suelos (Guedes et al.,
2011).

En el orden de los Kordiimonadales contiene al género Kordiimonas con una
sola especie cultivada, Kordiimonas gwangyangensis, aislada de sedimentos
marinos (Kwon et al, 2005). Es una bacteria capaz de degradar hidrocarburos
aromaticos policiclicos, moévil, Gram negativa y con un con un contenido
relativamente bajo de GC (39.3%) y un genoma secuenciado de ~4.1 Mb. Este
filotipo fue identificado sélo en los compartimentos de EC y RF, lo cual puede
sugerir a esta bacteria como un endéfito de raiz. Existe una relacion entre
microorganismos endosimbiontes y el contenido bajo de GC en sus genomas, la
mayoria de ellos tienen un contenido de GC<40% (McCutcheon et al., 2009), lo cual
podria ser indicativo de que esta bacteria sea, efectivamente un enddfito, aunque el
tamano del genoma de esta bacteria es grande para ser considerado un simbionte
obligado, puede ser una especie en proceso de seleccion para el ambito de la

rizosfera.
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Dentro del orden Gallionelales se tiene a una sola especie cultivada del
género Gallionella:G. ferruginea, siendo una bacteria quimiolitétrofa capaz de oxidar
y acumular hierro, anaerobia facultativa y ha sido aislada de cuerpos de agua
fresca, manantiales con minerales ferrosos y ventilas hidrotermales (Halbach et al.,
2001; Anderson & Pedersen, 2003). La presencia de este filotipo en SF y EC podria
explicarse dado el origen de la muestra que fue tomada a un costado del volcan del
Ceboruco en Jalisco, lo cual puede ser indicativo de un suelo con alto contenido de
hierro. La capacidad de las bacterias de conseguir metales limitantes como el hierro
puede ser clave para ser microorganismos que puedan ser seleccionados para
aportar estos nutrientes a la planta, el hierro es un gran limitante de los sistemas
biolégicos y es clave para el establecimiento de las relaciones tanto de patdégeno y

simbionte con el hospedero (Pii et al., 2015 ).

Figura 17. Distribucién taxonémica a nivel de orden en los distintos compartimentos
de raiz de JALS. Se presentan barras superpuestas con la abundancia relativa de cada
taxa por compartimento al final de cada nodo del arbol. La clave de color en la esquina
superior izquierda corresponde al phylum de cada grupo. Las estrellas rojas marcan a los
grupos que no son ubicuos en todos los compartimentos.
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Para comprender la distancia y la diversidad entre las distintas muestras de
JALS5 se hizo un analisis de diversidad B comparando las distancias entre distintos
sistemas. Para tal efecto, comparamos los microbiomas de los distintos
compartimentos (RF, EC, RA y SF) de la raiz de tomate crecida en el suelo del sitio
JALS contra los microbiomas de rizosferas y suelos de A. thaliana (Lundberg et al.,
2012) y los de endodfitos de tomates sanos de un estudio de inoculacion con
nematodos (Tian et al., 2015) por medio del analisis de correspondencia de sus
perfiles filogenéticos (Figura 18). En el analisis de correspondencias explica un total
de 46.6% de la varianza total . En la Figura 16 se puede observar que las muestras
de rizosfera y suelos de A. thaliana se agrupan en la parte superior del grafico,
mientras que las muestras de raiz de JAL5 se agrupan en la parte inferior. El
microbioma de enddfitos de raices de tomate se encuentra mas cercano a las

muestras de los tomates cultivados en el suelo JALS que a las de A. thaliana.

Estos resultados estan de acuerdo con lo descrito previamente por Bulgarelli
et al., (2015 y 2012), Schlaeppi (2014) y Turner (2013) los cuales han realizado
trabajos comparando microbiomas de rizésferas de Arabidopsis, cebada, trigo y
avena comparando diferentes géneros, especies y genotipos de plantas. En este

caso se compararon dos especies y adicionalmente dos variedades de plantas.

La separacion de los compartimentos de las raices de JAL5 que se observa
en la Figura 18 muestra que la rizésfera (JAL5-RF) es un punto intermedio entre el
compartimento endofitico (JALS_EC) y el suelo circundante (JALS-SF). El
compartimento de raiz completa (JAL5-RA) se encuentra agrupado muy
cercanamente con el compartimento endofitico. Esto muestra que nuestro método
para extraer el DNA metagenémico de las raices para enriquecer a
microorganismos que puedan habitar en los espacios inter o intracelulares de las

plantas fue efectivo.
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Figura 18. Analisis de correspondencias de los microbiomas de compartimentos de
raiz de tomate y suelo del sitio JAL5 (JAL5EC, JAL5RF, JAL5SF, JAL5RA) contra los
microbiomas de rizésfera y suelo de A. thaliana (AtRF y AtS) y microbioma de
endofitos de tomates (Slend).

Prediccion metabdlica en los compartimentos de raiz de JALS.

Con base en los perfiles filogenéticos de cada una de las muestras de JAL5
se realizaron las predicciones metabdlicas. Para las predicciones metabdlicas se
utilizé la anotacion del tercer nivel jerarquico de clasificacion de la base de datos
KEGG. Los datos se transformaron (log2) y las 50 funciones que resultaron mas
abundantes se visualizaron como un grafico de calor (Figura 19). La abundancia de

cada funcion se representa mediante una clave de color, donde los colores claros
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indican sobre-representacion de las categorias y los colores oscuros significan baja
abundancia. La primera y segunda columna corresponden a las muestras de
JAL5-EC Y JAL5-RA respectivamente; la segunda y tercera son de los
compartimentos JAL5-SF y JAL5-RF.

Las categorias de funciones metabdlicas que se encuentran
sobre-representadas en todos los casos son: transportadores, transportadores ABC
y prediccion de funciones generales. Las categorias medianamente representadas
son: funciones de sistemas de secrecion, biosintesis de ribosomas, proteinas de
reparacion y recombinacion de DNA, funciones desconocidas, proteinas de
movilidad bacteriana, sistemas de dos componentes, metabolismo de purinas y
proteinas de recombinacion. En las interacciones planta bacteria, las plantas inician
una comunicacion con las comunidades bacterianas mediante el aporte de
moléculas que pueden ser reconocidas por los microorganismos y al final del dia
generan fendmenos de colonizacion en el huésped. La capacidad de movilidad en
los microorganismos resulta ser una caracteristica importante para estas
interacciones (Lugtenberg et al., 2002). De igual manera la categoria de
transportadores es la mas representada en en todos los compartimentos. Se ha
visto que algunos miembros de la familia de autotransportadores tienen funciones
como adhesinas (Henderson et al., 1998) y se han propuesto como factores de
virulencia en patogenos. La maquinaria de sistemas de secrecidn tipo lll, codificados
por los genes hrp también son una forma importante de reconocimiento entre

plantas y patégenos (Buttner & He, 2009).

De manera general se observa una distribucion similar en las funciones
metabdlicas predichas para el compartimento endofitico (EC) y las rizosferas en
conjunto con el compartimento endofitico (RA) . Las muestras EC y RA estan menos
enriquecidos en todas las funciones cuando se comparan con las columnas SF y
RF. En términos generales, cuando se estudia la diversidad en suelo y rizosfera se
espera que el suelo tenga una mayor diversidad en términos absolutos, dicha
diversidad se ve reflejada en numero de especies y esto debe de verse reflejado

también en mayor diversidad de funciones metabdlicas. El resultado es prometedor,
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ya que nos demuestra que la metodologia montada durante el transcurso de esta
tesis separa efectivamente a diversas comunidades bacterianas y nos permitira
tener perfiles taxondmicos confiables con la secuenciacion de las 80 muestras
faltantes que se encuentran en proceso. La comparacion de las muestras de
amplicones del gen ribosomal 16S nos permitira evaluar qué suelos son mas
diversos y tener valores esperados de los metagenomas que estan en proceso de

secuenciacion en estos momentos.
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Figura 19. Grafico de calor de la predicciéon funcional contra la base de datos KEGG
en los compartimentos de raiz de tomate y suelo final de JAL5. Cada columna
representa un compartimento (EC=endofitico; RA=raiz; SF=suelo final; RF=rizésfera). Cada
columna es una categoria funcional. Los colores claros indican sobrerepresentacion, los
oscuros baja abundancia.
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Conclusiones

En este trabajo se lograron colectar 16 muestras de suelos correspondientes
a 8 distintas unidades de suelos representativos del territorio mexicano, de acuerdo
a los datos edafolégicos. Por medio de las comparaciones de las caracteristicas
fisicoquimicas pudimos observar que no todos los tipos suelo se agrupan
dependiendo de su clasificacion, en particular las muestras de Cambisoles se
observan mas distantes entre si. La descripcion de estos parametros nos ayuda a
establecer expectativas sobre los hallazgos que se puedan realizar sobre los

microbiomas de cada suelo.

A su vez algunos de los parametros fisicoquimicos son variables que sirven
para explicar las diferencias observadas en el desarrollo de plantas de tomate,
exitosamente cultivadas en cada tipo de suelo bajo las mismas condiciones. Al
parecer existe una relacién entre la produccion de biomasa de la plantas y las
concentraciones de nutrientes en los suelos. En particular las concentraciones de
Carbono y Nitrégeno asi como las relaciones entre estos dos nutrientes. El hecho de
que las plantas del suelo SLP1 hayan tenido la mayor produccién de biomasa nos
lleva a pensar en que las comunidades bacterianas de ese suelo puedan tener un

alto potencial funcional para la promocién de crecimiento vegetal.

Los métodos empleados para la separaciéon de los microhabitats de rizésfera
mostraron ser lo suficientemente efectivos para poder discriminar a cada
compartimento y al ponerlos en contexto junto con sistemas de rizésferas de
diferentes especies y variedades podemos justificar estos resultados, los cuales
comprueban las hipotesis de la seleccién de microbiomas especificos esta también
influenciada por caracteristicas intrinsecas de las plantas, como su especie o

genotipo.

Las meétricas de diversidad calculadas para cada compartimento de raiz de las

plantas crecidas en JALS5 han comprobado las teorias sobre la reduccién de
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diversidad bacteriana desde el suelo hasta la rizosfera y compartimentos

endofiticos, pero en general este es un sistema muy diverso.

Las predicciones metabdlicas realizadas a partir de los perfiles filogenéticos nos
resultan utiles para tener una aproximacion a las probables funciones que las
bacterias estan llevando a cabo en ambientes complejos como el suelo y en

particular la rizésfera.

Perspectivas

En este trabajo se obtuvo el DNA metagendémico de rizosferas y
compartimentos endofiticos de plantas de tomate crecidas en 8 distintos tipos de
suelo colectados en 16 ubicaciones geogréficas distintas. Ademas se obtuvo el DNA
metagenodmico de los suelos al tiempo de colecta (S0), de los suelos después de
haber crecido las plantas (SF) y de suelos control sin plantas (CT). A partir de estas
muestras, se generaron bibliotecas de amplicones del gen 16S rRNA, sumando un
total de 80 bibliotecas (Tabla 8).

Las bibliotecas de amplicones se encuentran en proceso de secuenciacion,
por lo cual se propone continuar con este trabajo para poder realizar la
caracterizacion completa de los microbiomas de raices de tomate crecidos en cada
tipo de suelo y poder llevar a cabo comparaciones y analisis mas detallados tanto de
los compartimentos como de los suelos. La continuacion de este trabajo es de gran
relevancia, ya que nos puede ayudar a resolver preguntas sobre la biogeografia de
las bacterias, la composicién de un microbioma nucleo en la raiz de S. lycopersicum
y la relevancia de los factores biodticos y abidticos de los suelos como

estructuradores de los microbiomas en los ambientes mencionados.

Adicionalmente, se plantea llevar a cabo la secuenciacion de metagenomas
totales de las muestras de suelos que resulten tener los perfiles filogenéticos con
mayores diferencias entre si para obtener informacion funcional con el objetivo de: I)

Elucidar si existe un nucleo funcional operando en la rizésfera del tomate, no
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importando el origen del microbioma y IlI) realizar comparaciones contra las

predicciones funcionales realizadas en este trabajo.

Tabla 8. Claves de muestras enviadas a la Unidad de Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia, UNAM. Se muestra la clave utilizada por la unidad de secuenciacion, la

fecha de entrega, el tipo de muestra y la clave utilizada en este trabajo.
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