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Resumen:

La diversidad microbiana es un recurso poco estudiado en México. En zonas como Sinaloa en donde
la agricultura es un importante motor socioecondmico, la mayor parte de la superficie es empleada
para cultivos agricolas. Este es el caso del municipio de Guasave, en donde la zona de preservacion
ecoldgica de centro de poblacién La Uva constituye el Unico relicto de vegetacion original preservada.
Es de vital importancia iniciar esfuerzos a nivel local y nacional para conocer y conservar la diversidad
microbiana presente en los suelos de esta region y del pais en general. Una de las dificultades en el
estudio de la diversidad microbiana es que se calcula que sélo se pueden cultivar en el laboratorio del
1 al 5% de la diversidad total de microorganismos. Por lo tanto, la utilizacién de técnicas moleculares
de identificacion en las que no se involucre el aislamiento de microorganismos resulta una estrategia
gue permite describir de manera mas real la diversidad de los microorganismos presentes en un
ecosistema tan diverso como lo es el suelo. En nuestro grupo iniciamos un primer esfuerzo a partir del
2006 a través de la generacion de un banco de germoplasma vivo de microorganismos de suelo
asociados a la rizosfera de plantas de tomate en un campo agricola de la region, el cual consiste de
cerca de 750 aislados de microorganismos preservados en ultracongelacién a -70°C. Del mismo
modo se generd informacién de la diversidad microbiana total a través del aislamiento de ADN
gendémico de suelo, y la posterior generacion y secuenciacion de bibliotecas de ADNr. Mediante esta
estrategia se identificaron 500 fragmentos de ADN de origen procariote y 500 de origen eucariote. En
el presente proyecto primeramente se propone concluir la identificacion de los microorganismos
existentes en el banco de tomate para posteriormente utilizar la misma estrategia de generacion de un
banco de microorganismos vivos y un banco de DNA de suelo a partir de muestras de rizosfera de
Datura stramonium, la cual es una planta solanacea silvestre comin en la zona de reserva.
Posteriormente esta informaciéon sera utilizada para realizar estudios comparativos entre tipo de
organismos presentes en la rizosfera de solanaceas en zonas de cultivo, tal como el tomate, y
solanéceas en zonas preservadas. El objetivo del trabajo en la zona de reserva incluira el andlisis de la
diversidad de microorganismos asociados a la rizosfera de D. stramonium a través de la secuenciacion
masiva de 1,000 fragmentos de ADN ribosomal de una biblioteca generada a partir de ADN genémico
de suelo y la generacién de un banco de germoplasma vivo de 750 especimenes criopreservados a -
70°C. Finalmente se propone elaborar una base de datos compatible con el sistema Bi6tica con los
datos recabados para cada espécimen del banco, el cual incluira los datos de colecta, georeferencias,
caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos, fotografias que muestren la morfologia colonial y
microscopica de cada aislado, los datos del procedimiento de identificacion molecular y andlisis de
secuencias. Ademas se pondran a disposicion los datos de las listas de las especies identificadas en
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los dos bancos de germoplasma vivos y en los bancos generados a partir de los datos de
secuenciacién masiva de ADN ribosomal tanto de los suelos de la zona de cultivo como los de la zona
de reserva.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional sobre ellos,
pueden consultarse en www.conabio.gob.mx
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que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la informacion. En
su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacion complementaria sobre la autoria especifica de los
datos.
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RESUMEN

La microbiota del suelo es un recurso muy importante debido a su alta diversidad. Los
microorganismos participan en la mayoria de las transformaciones de nutrientes, y en otros
procesos importantes para las plantas, siendo la rizosfera la zona donde la actividad microbiana
suele ser mas intensa. En Sinaloa la vegetacion natural es escasa, debido a que la mayor parte
del suelo es utilizado para labores agricolas, lo que ha llevado a una pérdida de la diversidad de
especies nativas y en particular en el municipio de Guasave, solo se cuenta con un area de
proteccion ecolégica de vegetacion natural que comprende 17.88 hectareas la cual corresponde
a la Zona de Preservacién Ecoldgica de Centro de Poblacion “La Uva”, en donde los estudios
sobre las comunidades microbianas del suelo son muy escasos. En nuestro grupo de trabajo se
ha caracterizado la diversidad de la microbiota de la rizosfera de tomate en un terreno de cultivo
agricola en Guasave, Sinaloa, y en “La Uva” la rizésfera de la especie Datura stramonium, la
cual es una planta anual y ambas especies vegetales pertenecen a la familia Solanaceae. Los
objetivos de nuestro trabajo fueron: 1) construir y mantener una coleccion de microorganismos
asociados a la rizésfera de estas dos solandceas: tomate (Solanum lycopersicum) y toloache
(Datura stramonium), 2) analizar en suelos conservados de “La Uva” empleando una estrategia
metagendmica (encuesta de DNA ribosomal) la diversidad de la microbiota y 3) contrastarla con
la diversidad de otra especie de solandcea (tomate) crecida en una zona de cultivo (ya
reportada). Los resultados muestran que en el banco de tomate y toloache el phylum mas
abundante fue el de Firmicutes y en segundo lugar el de Proteobacteria. El analisis de la
diversidad de procariotas de la rizosfera de tomate y toloache permitié ver que existen
diferencias entre los organismos mas abundantes entre ambas rizosferas y que el phylum
eucariota mas abundante fue el mismo en la rizdsfera de toloache y tomate: Ascomycota y que
los organismos procariotas de rizésfera de toloache de una zona de suelo preservada es mas
diversa que los organismos procariotas de la rizésfera de tomate en una zona de suelo agricola,
mientras que la diversidad de eucariotas de ambas rizésferas resultaron ser menos diversas y
mas parecidas entre si. El presente proyecto ha generado una base de datos que consta de 2862
ejemplares (organismos criopreservados y clonas de 16S rADN). 1442 accesiones corresponden
a organismos cultivados de la rizésfera y 1420 a organismos no cultivados de la rizésfera
(clonas de 16S rADN). Se presenta en esta base de datos un total de 188 especies y una
infraespecie, 153 géneros y 96 familias. De acuerdo a nuestro conocimiento, éste constituye el
esfuerzo mas grande a la fecha del andlisis de la diversidad de la microbiota asociada a la
rizésfera de dos solanaceas, una cultivada y otra silvestre en el municipio de Guasave, Sinaloa,

México.
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1. INTRODUCCION
La diversidad microbiana es un recurso poco estudiado en México. Este es el caso del
municipio de Guasave, en donde la zona de preservacion ecoldgica de centro de

poblacion La Uva constituye el dnico relicto de vegetacion original preservada.

La principal actividad econémica de Sinaloa es la agricultura. El Estado de Sinaloa en el
2012 obtuvo una derrama econémica en la agricultura de 35,566.6 millones de pesos en
una superficie agricola de 1, 180,590 ha (SIAP, 2013). De ésta ~800,000 ha son de
riego, en las que se desarrolla una agricultura tecnificada, con el uso de gran cantidad de
agroguimicos, principalmente fertilizantes y plaguicidas que incluyen herbicidas,
insecticidas y fungicidas (Cifuentes, 2002). Entre los principales productos horticolas
que se cultivan en el estado de Sinaloa, el tomate (Solanum lycopersicum) es el méas
importante. La tecnificacion, el hectareaje sembrado (18,623.05 ha) y la elevada
produccién alcanzada (56.34 Ton/Ha), han colocado a Sinaloa como el productor
nimero uno de esta hortaliza a nivel nacional (SIAP, 2013). La produccion es para
consumo nacional, pero principalmente para exportacion al extranjero. En 2012, la
produccion total estimada a nivel nacional fue de $13,146.38 millones de pesos, de los

cuales el estado de Sinaloa obtuvo un monto de $3,070.43 millones de pesos, lo que

representd cerca del 23.3% del valor de la produccion total nacional (SIAP, 2013).

En una zona agricola como el Norte de Sinaloa con un elevado potencial en la
produccién de cultivos de interés comercial, incluyendo al tomate, resulta importante
conocer a los microorganismos presentes en la rizdsfera para tratar de aprovecharlos en
el control de enfermedades. Por esto, es de vital importancia iniciar esfuerzos a nivel
local y nacional para conocer y conservar la diversidad microbiana presente en los

suelos de esta region y del pais en general.

Una de las dificultades en el estudio de la diversidad microbiana es que se calcula que
solo se pueden cultivar en el laboratorio del 1 al 5% de la diversidad total de
microorganismos. Por lo tanto, la utilizacion de técnicas moleculares de identificacion
en las que no se involucre el aislamiento de microorganismos resulta una estrategia que
permite describir de manera més real la diversidad de los microorganismos presentes en

un ecosistema tan diverso como lo es el suelo.



Los microorganismos del suelo son un esencial componente de la comunidad bidtica de
las &reas naturales y las cuales son altamente responsables del funcionamiento de
ecosistemas porque ellas participan en la mayoria de las transformaciones de nutrientes.
Por lo tanto, la principal diversidad de un ecosistema son las comunidades de
microorganismos. La gran mayoria de las bacterias y hongos del suelo de origen natural
aun se desconocen debido a que solamente un porcentaje reducido de los
microorganismos del medio natural pueden ser cultivados (Pace, 1997; Hackl et al.,
2004).

La produccion de tomate se ha reducido por diferentes tipos de problemas, pero entre
éstos por la presencia de diversos patdgenos como bacterias, dentro de las que destacan
el género Xanthomonas (Rivera-Soto, 2007), virus como el TYLCV (Brown et al.,
2006; Alvarez-Ruiz et al., 2007), y diversos hongos (Martinez-Alvarez, 1998). Dentro
de los hongos del suelo que inciden negativamente en la productividad del tomate en
Sinaloa, podemos destacar por su potencial destructivo, la marchitez vascular causada
por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), y la pudricion de la corona y de la raiz
del tomate (PCRT), cuyo agente causal es Fusarium oxysporum Schlechtend f. sp.

radicis-lycopersici W.R. Jarvis y Shoemaker (Forl) (Apodaca-Sanchez et al., 2004).

La mayoria de las estrategias para el combate de este patdgeno se basan en el uso de
pesticidas quimicos, los cuales ademas de demostrar que no son eficientes en el control
de esta enfermedad (Benhamou et al., 1994), ocasionan dispersion inadecuada de
desechos solidos y efectos residuales que desequilibran el ecosistema, degradan el suelo
y su capacidad productiva e incrementan los costos de produccién. Ante esta
problematica, surge la necesidad de buscar nuevas alternativas de produccion que
impliguen bajos costos y que garanticen la preservacién de los ecosistemas. La
produccién de agrobioldgicos microbianos, pudieran ofrecer una solucion, aunque para
ello se requiere trabajo preferentemente con microorganismos nativos, los cuales ya han
co-evolucionado con las plantas y otros microorganismos; ademas estan adaptados a las
condiciones medio ambientales propias de la region, lo cual les confiere ventajas y
mayores posibilidades de éxito (Martinez-Alvarez, 1998).

Datura stramonium L. es una planta anual perteneciente a la familia de las solanaceas

(Hawkes et al., 1979), la cual estd presente en la Zona de Preservacion Ecoldgica de
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Centro de Poblacion “La Uva” y reportada con altos niveles de colonizacion por hongos
micorrizicos arbusculares (Ordufio-Vega, 2008) pertenecientes a diferentes grupos
filogenéticos del phyla Glomeromycota (Pérez-Arellanes, 2010). La razon por la que se
propone estudiar a esta especie silvestre de la familia de las solaniceas es por la
importancia que esta familia representa para la region, ya que diversos cultivos
agricolas, como lo son el tomate, la papa y el chile forman parte de ésta por lo que los
organismos asociados a la rizésfera de toloache pudieran ser de importancia

biotecnoldgica para el manejo de los cultivos de importancia comercial en el futuro.

Para estudiar las caracteristicas las comunidades microbianas de la rizésfera de Datura
stramonium L. se muestred la rizésfera de esta especie en la Zona de Preservacion
Ecoldgica de Centro de Poblacion “La Uva”, la cual es una zona preservada en donde

las alteraciones que ha sufrido este ecosistema, y por lo tanto el suelo han sido minimas.

En el presente trabajo se combina el analisis de las poblaciones de microorganismos
asociados a la rizosfera de las dos solandceas: tomate (en una zona de cultivo agricola) y
toloache (creciendo de forma silvestre en una zona de reserva municipal) en 1)
colecciones de microorganismos vivos de suelo asociados a la rizosfera de estas dos
especies los cuales consistieron en cerca de ~750 aislados de microorganismos
preservados en ultracongelacion a -70°C por rizosfera y 2) analisis de la diversidad
microbiana total a través del aislamiento de ADN gendmico de suelo, y la posterior
generacién y secuenciacién de bibliotecas de ADNr. Mediante esta estrategia se
analizaron 500 fragmentos de ADN de origen procariote y 500 de origen eucariote por
rizosfera. Esta informacion nos permitié realizar estudios comparativos entre tipo de
organismos presentes en la rizosfera de solandceas en zonas de cultivo, tal como el
tomate, y solaniceas en zonas preservadas. Se prepar0 una base de datos con los datos
recabados para cada espécimen del banco, la cual incluye los datos de colecta,
caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos, taxonomia del espécimen, fotografias
que muestren la morfologia colonial y microscépica de cada aislado, los datos del
procedimiento de identificacion molecular y el analisis de secuencias. Ademas de que se
pone a través de CONABIO la base de datos a disposicion publica incluyendo los datos
de las especies identificadas en los dos bancos de germoplasma vivos y en los bancos
generados a partir de los datos de secuenciacion masiva de ADN ribosomal tanto de los

suelos de la zona de cultivo como los de la zona de reserva.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El suelo

El suelo es un sistema complejo muy importante en los ecosistemas, ya que en él se
lleva a cabo una gran actividad de macro y microorganismos que contribuyen a
procesos importantes para la vida de plantas y animales terrestres, tales como los ciclos
de los nutrientes. El suelo es el producto de la accion del clima y de los organismos, se
compone de un material parental, del sustrato geoldgico o mineral subyacente y de un
aumento en el componente organico en el que los organismos y sus productos estan
entremezclados con las particulas finamente divididas del material en cuestion,
conteniendo gases y agua entre los espacios porosos de las particulas (Odum, 2001). El
crecimiento microbiano més importante en el suelo tiene lugar en la superficie de las
particulas del suelo, normalmente en la rizosfera (Madigan et al., 2006). La textura y
porosidad del suelo es una caracteristica importante y determina en gran parte la
disponibilidad de nutrientes para los organismos (Odum, 2001). Los microorganismos
del suelo modifican también la estructura del suelo mediante la produccion de exudados
con propiedades adhesivas, que permiten la agregacién de minerales y compuestos
orgénicos (Kibblewhite et al., 2008).

2.2. La rizésfera

La rizésfera es la zona bioldgicamente activa del suelo alrededor de la raiz en donde se
llevan a cabo la interaccion de las plantas con muchos microorganismos entre los que se
incluyen bacterias y hongos (Singh et al., 2004). Son tres componentes separados los
reconocidos en la rizdsfera pero que interaccionan entre si. Estos son la rizosfera
(suelo), el rizoplano, y la endorizésfera o raiz. La rizdsfera es la zona del suelo
influenciada por las raices mediante la liberacion de sustratos que afectan la actividad
microbiana; el rizoplano es la superficie de la raiz, incluyendo las particulas del suelo
adheridas fuertemente; la raiz es una parte del sistema, porque ciertos microorganismos,
los enddfitos, son capaces de colonizar el tejido de la raiz. La colonizacion microbiana

del rizoplano y/o tejido de la raiz es conocida como colonizacion de la raiz, mientras
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que la colonizacion del volumen adyacente del suelo bajo la influencia de la raiz es

conocida como colonizacion de la rizosfera (Barea et al., 2005).

Los microorganismos en la rizosfera estdn sujetos a un ambiente en el cual la
suplementacion del agua, oxigeno y nutrientes es altamente influenciada por la actividad
de las plantas (Cardon, 2007). La rizdsfera es la zona en donde la actividad microbiana
suele ser mayor, siendo el recuento de bacterias en la mayoria de los casos superior en
la rizosfera/rizoplano que en las regiones del suelo en donde no hay raices; pudiendo ser
muchas veces superior (Madigan et al., 2006). Esto se debe a que las raices de las
plantas exudan una gran cantidad y gama de compuestos organicos entre el suelo mas
cercano a la raiz (Cardon, 2007). El carbono exudado, es un sustrato y es una entrada
guimicamente activa en el ambiente del suelo, es un determinante critico de la
composicion de las comunidades ya que resulta en la interaccion de la raiz con las
comunidades del suelo existentes. Por esto, los exudados de la raiz pueden influenciar
las interacciones bidticas en base a la atraccion de organismos benéficos o patogénicos
(Nehl et al., 1997; Tesfaye et al., 2003). Esto resulta en una densidad de poblacidn
bacteriana que es de uno a dos Ordenes de magnitud mas alta en la rizosfera/rizoplano
que en otras partes del suelo (Molina et al., 2000 y Morgan et al., 2005). Sin embargo,
la diversidad de especies de bacterias que colonizan este habitat es significativamente
menor que la encontrada en otras regiones de suelos, lo que indica que existe una fuerte

presion de seleccion en la rizosfera (Marilley et al., 1999).

A pesar del importante papel desempefiado por la diversidad de bacterias en las
comunidades de la rizosfera de las plantas, se conoce poco sobre la distribucién y la
abundancia de los microorganismos asociadas a la rizosfera de las plantas (Soo et al.,
2005).

2.3. Interacciones microbianas en la rizésfera

Una gran cantidad de microorganismos se encuentran interaccionando activamente
junto con los demas componentes del ecosistema de la rizosfera. Las bacterias y los
hongos, tienen muchos diferentes niveles troficos y hébitos de vida y una variedad de

relaciones saprofitas y simbidticas, incluyendo relaciones que pueden ser perjudiciales
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como lo son los patdgenos y benéficas como el mutualismo (Barea et al., 2005). Los
microorganismos perjudiciales incluyen tanto las bacterias y hongos patégenos de las
plantas, los parasitos y no parasitos de la rizosfera (Barea et al., 2004). Los saprofitos
benéficos, de una diversidad de grupos microbianos, son capaces de promover el
crecimiento vegetal y la salud de las plantas, estos incluyen: descomponedores de
detritus orgénico, las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), y los
antagonistas de hongos y bacterias patogenos de raiz. Algunos de estos
microorganismos, los hongos endoéfitos, colonizan los tejidos radicales y pueden
promover el crecimiento vegetal y la salud de las plantas. Los simbiontes benéficos,
mutualistas de plantas incluyen las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos

micorrizicos arbusculares (Barea et al., 2005).

Las plantas viven en asociacién con una rica diversidad de microorganismos desde el
momento en que las semillas son plantadas en el suelo (Smith et al., 1999). Las especies
de plantas pueden ser importantes en determinar la estructura de las comunidades de
bacterias y hongos de la rizésfera, con efectos tanto positivos y negativos sobre
diferentes grupos microbianos (Cardon, 2007). Las interacciones mas importantes que

se desarrollan en la rizosfera se pueden clasificar en tres grupos principales:

(1) Interacciones planta-planta: causadas por el contacto y solapamiento de los sistemas
radicales, lo cual puede resultar en la competencia por nutrimentos e intercambio de

sefiales de importancia a nivel poblacional en un ecosistema.

(2) Interacciones planta-microorganismo: determinadas por las actividades de las
plantas que estimulan el crecimiento de los microorganismos alrededor de las raices
(efecto rizosfera) y por las actividades microbianas que afectan el desarrollo de las

plantas ya sea en beneficio de éstas o induciéndoles enfermedades.

(3) Interacciones microorganismo-microorganismo: las cuales incluyen actividades de

sinergismo y antagonismo (Martinez-Alvarez, 2003).

A su vez las interacciones planta-microorganismo pueden clasificarse en tres grupos

basicos:



(i) Interacciones negativas (patogénicas).

(if) Interacciones positivas, en las cuales ambas partes (planta y microorganismo)
obtienen beneficios de esta asociacion (simbiosis) o sélo una de las partes sale

beneficiada pero sin dafiar a la otra.

(iii) Interacciones neutras, en donde ninguna de las partes derivan en un beneficio
directo de la interaccién y en donde ninguno de los organismos es dafiado (Singh et al.,
2004).

Los microorganismos, a su vez, desempefian funciones de gran importancia en relacion
con procesos de edafogénesis (Wright et al., 1998); en los ciclos biogeoquimicos de
elementos como el carbono, el nitrégeno, oxigeno, el fosforo y el azufre (Madigan et
al., 2006); ademas de causar la degradacion de compuestos xenobioticos (Claus et al.,
1988); influir en la fertilidad de las plantas (O’Donell et al., 2000) y promover la
proteccidn frente a patogenos (Whipps, 2001).

2.4. Ecosistema, habitat y formas de organizacion de los microorganismos

En los sistemas microbianos, el crecimiento celular forma poblaciones. Las poblaciones
que se relacionan en una simbiosis intima se denominan consorcios, y los conjuntos de
agrupaciones interaccionan formando comunidades microbianas, que interaccionan con
comunidades de macroorganismos y con el ambiente, todo lo anterior engloba y define

el ecosistema (Madigan et al., 2006).

Para explicar con detalle estos términos, se incluye a continuacién una breve discusién
de los componentes del ecosistema de la rizésfera. Las poblaciones se componen de
grupos de células relacionadas, que generalmente derivan de una Unica célula parental
por divisiones celulares sucesivas. El lugar donde vive una poblacion microbiana en un
determinado ambiente se denomina hébitat. Las poblaciones de células en la mayoria de
los casos se relacionan con otras formando las comunidades microbianas. Las
poblaciones en las comunidades microbianas se relacionan de diferentes modos vy tales

interacciones pueden ser perjudiciales o beneficiosas, en muchos casos las poblaciones
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interaccionan y cooperan en sus funciones nutricionales con los productos de desecho
derivados de las actividades metabdlicas de algunas células sirviendo como nutrientes
para otras. Los organismos de un habitat también se relacionan con su ambiente fisico y
quimico, por lo que la composicion de una comunidad microbiana en un habitat
concreto esta determinada en gran parte por las caracteristicas fisicas y quimicas de ese
medio. En conjunto, se denomina ecosistema a los organismos y a los componentes

fisicos y quimicos de su medio (Madigan et al., 2006).

En la naturaleza el crecimiento de los microorganismos depende de los recursos
(nutrientes) disponibles y de las condiciones de crecimiento. Las diferencias en el tipo y
cantidad de los diferentes recursos y las condiciones fisicoquimicas de un habitat define
el nicho de cada organismo en particular (Madigan et al., 2006). Proteobacteria y
Acidobacteria han sido sugeridos como indicadores del estado trofico en suelos
terrestres (Smit et al., 2001). Las comunidades bacterianas estdn altamente
correlacionadas con el pH del suelo, asi como con su diversidad (Hartman et al., 2008).
Se ha demostrado que el cambio en el uso del suelo influye en la composicion de las
comunidades microbianas a través de gradientes de perturbacion (McCraig et al., 2001;
Buckley et al., 2003).

La composicién de las comunidades bacterianas que habitan en los suelos de bosques
naturales estan relacionados con las condiciones ambientales especificas que
acompafian a los distintos tipos de vegetacion de los bosques naturales (Hackl et al.,
2004). En el planeta Tierra existen incontables nichos microbianos y de ellos depende,
en parte, la gran diversidad metabolica de los microorganismos y la diversidad
microbiana. El microambiente es el lugar exacto del habitat en el que un
microorganismo vive y lleva a cabo su metabolismo. En una particula de suelo, pueden
existir diversos tipos de microorganismos, con caracteristicas fisicas y quimicas muy
diferentes, la densidad de cada poblacién dependerd del grado de semejanza del héabitat
a su nicho principal. Los microambientes, son por lo tanto heterogéneos, y las
condiciones de un determinado microambiente pueden cambiar muy de prisa. Por esta
razén, los microambientes contribuyen al aumento de la diversidad microbiana en un

espacio fisico muy pequefio (Madigan et al., 2006).



Las comunidades microbianas pueden mediar los ciclos del carbono y nitrégeno en
ecosistemas criticos y pueden responder a cambios en vegetacion y clima (Waldrop et
al., 2006). Los cambios en el uso del suelo alteran el ecosistema de los suelos,
provocando una pérdida en la biodiversidad y el agotamiento de carbono en el suelo y

de la diversidad microbiana (Doran et al., 2000).

2.5. Técnicas moleculares para el analisis de la diversidad de microorganismos del

suelo

Las bacterias cultivables del suelo comprenden una fraccion menor de las bacterias
totales del suelo, se estima que al menos el 1% de los procariotas en la mayoria de los
ambientes pueden ser cultivables de forma aislada (Patrick et al., 2005). La utilizacion
de técnicas moleculares para el estudio de la diversidad microbiana del suelo ha
permitido un conocimiento mas profundo sobre la diversidad de las comunidades

bacterianas del suelo.

El uso de técnicas basadas en la amplificacion de la region 16S del ADN ribosomal ha
permitido un estudio profundo de la diversidad, estructura y dindmica de las
comunidades bacterianas del suelo (Rappé et al., 2003). EI ARNr 16S es un
polirribonucleétido, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). Debido a
que proceden de las subunidades pequefias de los ribosomas, el término ARNr SSU (por
sus siglas en inglés, small sub-unit) se utiliza para nombrarlo. Los ARNr SSU se
encuentran altamente conservados, presentando regiones comunes a todos los
organismos, pero contienen ademas variaciones que se concentran en zonas especificas.
El andlisis de la secuencia de los ARNr 16S de distintos grupos filogenéticos ha
revelado la presencia de una o mAas secuencias caracteristicas que se denominan
oligonucledtidos huella (Woese, 1985). Estas son secuencias especificas cortas que
aparecen en todos o en la mayor parte de los miembros de un determinado grupo
filogenético, y nunca o solo raramente estan presentes en otros grupos, incluidos los
mas proximos. Por ello, los oligonucledtidos huella pueden utilizarse para ubicar a cada
bacteria dentro de su propio grupo (Rodicio et al., 2004).

La secuencia del gen 16S del ADNr es extensamente usado para el analisis y evaluacién

de la relacion filogenética de bacterias y establecer su estatus taxonomico (Woese,
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1987; Neefs, 1990; Olsen et al., 1986; Vandamme et al., 1996; revisado en Maldonado-
Mendoza et al., 2009). Los ARN ribosomales son funcionalmente constantes, estan
universalmente distribuidos y su secuencia estd moderadamente bien conservada a
través de amplias distancias filogenéticas. El grado de semejanza de las secuencias del
ARN ribosomal de dos organismos indica su parentesco evolutivo relativo (Madigan et
al., 2006). De igual manera se ha reportado que la variabilidad de la secuencia dentro de
la region ITS del ADNr de eucariotes, puede ser muy 0til para el diagndstico
taxondémico en organismos eucaridticos, los cuales han sido utilizados, por ejemplo,

para la identificacion taxondmica de hongos (Visentin et al., 2009).

2.6. Estudio de las comunidades de la microbiota del suelo

Del namero total de especies en una comunidad conjunta, un porcentaje relativamente
pequefio suele ser abundante y un porcentaje grande es raro. Al paso que las pocas
especies corrientes o dominantes explican en gran parte la corriente de energia en cada
grupo trofico, es el gran numero de especies raras el que condiciona, en gran parte, la
diversidad de las especies de los grupos troficos y de las comunidades enteras. La
diversidad de las especies suele ser baja en los ecosistemas controlados fisicamente y
elevados en los ecosistemas controlados biolégicamente (Odum, 2001). Una diversidad
mas alta significa cadenas de alimentaciones mas largas y méas casos de simbiosis, asi
como mayores oportunidades de control de la retroalimentacion negativa, que reduce
oscilaciones y, por consiguiente, aumenta la estabilidad. Las comunidades de medios
estables, tienen una diversidad de especies mas alta que las comunidades sujetas a
perturbaciones estacionales o periddicas, ya sea por parte del hombre o de la naturaleza
(Odum, 2001).

En el presente trabajo se analiza la biodiversidad, abundancia y frecuencia de las
especies de las comunidades microbianas de la rizosfera de toloache y tomate en
condiciones de conservacion contrastantes, por lo que a continuacion se describen estos

términos:
e La biodiversidad o diversidad bioldgica se ha definido como “la variabilidad
entre los organismos vivientes de todas las fuentes, incluyendo, entre otros, los

organismos terrestres, marinos y de otros ecosistemas acuéticos, asi como los
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complejos ecoldgicos de los que forman parte; esto incluye diversidad dentro de

las especies, entre especies y de ecosistemas” (Moreno, 2001).

La abundancia de especies de una comunidad es el nimero de individuos de las
especies que conforman a la comunidad. Una alta abundancia relativa de un
grupo en una comunidad microbiana puede indicar que el grupo es
numéricamente dominante o que estd creciendo rapidamente dentro de esa
comunidad (Buckley et al., 2003).

Frecuencia, es el numero de veces que aparece en la muestra dicho valor de la
variable.

La composicion de la comunidad microbiana puede ser correlacionada con una
serie de factores ambientales, sin embargo, estudios realizados sugieren que, a
diferencia de la abundancia bacteriana, la riqueza y la diversidad bacteriana no
se ven afectadas por la precipitacién en suelos con bajos insumos de carbono a
nivel continental (Bachar et al,. 2010). Por otro lado, se ha determinado que el
pH del suelo es un mejor pardmetro para predecir la diversidad de bacterias del
suelo y la riqueza; con los niveles més bajos de diversidad y riqueza observados
en los suelos &cidos. En consecuencia, los factores ambientales con frecuencia
citados como buenos pardmetros para predecir la diversidad vegetal y animal a
escala, tienen poco efecto sobre la diversidad bacteriana del suelo. ElI pH
también sirve como un buen parametro para predecir la composicion de las

comunidades microbianas en general (Fierer et al., 2006).

Las diferentes préacticas agricolas pueden afectar a la diversidad microbiana del suelo y
por lo tanto el nivel de supresividad de enfermedades de las plantas. Los efectos de las
practicas agricolas en las comunidades de Bacillus y Pseudomonas han sido estudiadas
y se han observado correlaciones entre los niveles de supresividad de enfermedades vy la

diversidad de estos grupos de bacterias (Garbeva et al., 2006).

2.7. Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es una de las hortalizas més importantes a

nivel mundial, tanto por la superficie que se cultiva, como por la produccion obtenida;
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ocupa el segundo lugar después de la papa. Ademas, el cultivo de esta especie produce
una alta tasa de remuneracion econdmica, es importante desde el punto de vista de la
generacion de empleos en el campo, y posee buenas propiedades nutricionales

(Ramirez-Villapudua, 2006). Actualmente, el tomate se cultiva en mas de 160 paises.

México ocupa el décimo lugar en cuanto a produccion con una aportacion del 1.53%
(FAO, 2011). En México el tomate se cultiva practicamente en todos los estados,
destacandose Sinaloa como el principal productor; dentro de éste sobresalen los Valles
de Culiacan (Municipios de Culiacan y Navolato) y el valle del Fuerte (Municipios de
Ahome, El Fuerte y Guasave). El tomate es un cultivo que sobresale por su importancia
econdmica y social. Genera cerca de 500 mil empleos; en actividades que van desde
labores de cultivo y cosecha, hasta seleccién, empaque y venta del producto (Ramirez-
Villapudua, 2006).

El tomate es un miembro de la familia de las solanéceas, la cual comprende alrededor de
1,500 especies tropicales y subtropicales; y es originario de América Central o
Sudamérica. El centro de origen del género Lycopersicon es la region andina que hoy
comparten Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y Chile, zona en la que L. esculentum
muestra la mayor variabilidad genética y abundancia de tipos silvestres (Macias, 2003).
Sin embargo, la evidencia historica favorece a México como el centro mas importante
de domesticacién del tomate, ya que existe evidencia ancestral de la utilizacién de
formas domeésticas en nuestro pais. Sus frutos eran bien conocidos y empleados como
alimento por las culturas indigenas que habitaban la parte centro y Sur de Meéxico,
quienes la llamaban en lengua nahuatl “tomatl”; en 1554 fue llevado a Europa,

comercializdndose en Estados Unidos hasta el afio 1835 (Ramirez-Villapudua, 2006).

Los tomates son bajos en calorias y son una buena fuente de vitamina C y antioxidantes.
Se pueden consumir tanto de manera fresca como industrializado (Agroinformacion,
2008). Puede desarrollarse de forma rastrera, semi-recta o erecta. Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado (indeterminadas)
(Ramirez-Villapudua, 2006).

El género Lycopersicon, comprende diferentes especies cominmente divididas en dos

subgéneros: 1) Eulycopersicon que incluye especies de frutos rojos y 2) Eriopersicon
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gue son, en su mayor parte, frutos verdes. Todas las especies que pertenecen al género
Lycopersicon son diploides, 2N = 24 cromosomas (Ramirez-Villapudua, 2006;

Agroinformacion, 2008).

2.8. Toloache (Datura stramonium, L.)

Datura stramonium L.; también conocida como toloache, es una planta anual,
perteneciente a la familia de las solandceas. Es una planta robusta, de 30 a 100 cm de
altura, que desprende un olor fétido, posee un solo tallo y pocas ramas, de hojas ovales,
dentadas lobuladas de 5 a 15 cm de largo y de 4 a 10 cm de ancho; presentan
vellosidades en ambas superficies y con peciolos de 2 a 5 cm de largo. Poseen flores
solitarias en las bifurcaciones del tallo, son erectas y con pedicelos de 5 a 7 cm de largo
en la flor, y de 7 a 15 mm de largo en el fruto. El céliz es tubular, de 2.5 a 3.5 cm de
largo, con los 5 l6bulos triangular-acuminados de 5 a 7 mm de largo; la corola es blanca
0 purpura-azul pélida, con forma de embudo, de 6 a 10 cm de didmetro (Figura 1). El
fruto es una cépsula erecta, ovoide, de 2.5 a 3.5 cm de didmetro, glabra, seca y sub-
lefiosa en la madurez, dehiscente de 4 valvas, armada con numerosas espinas fuertes,
agudas, hasta de 1 cm de largo; semillas negras, de 3 a 3.5 cm de largo (Figura 1) (Nee,
1986).

Se le encuentra en terreno ruderal, en sitios cultivados, terraplenes, escombros y en una
gran variedad de tipos de vegetacion. Estd ampliamente distribuida como maleza en
areas templadas y tropicales por todo el mundo. Su localizacion va desde el nivel del
mar hasta los 2,300 m. sobre el nivel del mar y florece todo el afio (Martinez y Matuda,
1979; Nee, 1986; Schauenberg y Paris, 1979).
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Figura 1. Fotografias de Datura Stramonium L, en donde se observan la forma de su

flor y su fruto (foto a la derecha). Fotografia tomada de Lopez-Rivera, 2011.

La mayor parte de los estudios que se realizan en esta planta son con fines
farmacéuticos o industriales debido a que el género Datura representa el grupo mas
importante de plantas halucindgenas entre las solanceas, al menos en cuanto al uso
conocido y produce una amplia gama de metabolitos secundarios, tales como alcaloides
derivados del tropano que son empleados farmacolégicamente en formulaciones
comerciales, tales como la hiosciamina y la escopolamina (revisado en Maldonado-
Mendoza et al., 1992). La hiosciamina es un alcaloide derivado del tropano que se
encuentra en plantas de la familia Solanacea, actia como anticolinérgico. Ha sido
utilizado para el alivio de los sintomas de trastornos gastrointestinales, ciertas
cardiopatias y los sintomas de la enfermedad de Parkinson. Por otra parte, la
escopolamina es un alcaloide tropanico que se encuentra como metabolito secundario en
plantas de la familia Solanacea. Este compuesto actia como depresor de las
terminaciones nerviosas y del cerebro y su efecto es anticolinérgico, blogueando los
receptores musculares del sistema nervioso central, corazdn, intestino y otros tejidos. A
pesar de que estos metabolitos secundarios producidos por el toloache contienen
propiedades narcoéticas, halucinantes y tdxicas, también se les ha dado un uso medicinal
en diferentes estados de México, algunas de sus aplicaciones son: como analgésico, para
aliviar la tosferina, como antinflamatorio, en el tratamiento del asma y como

tranquilizante (www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Describir y preservar la biodiversidad de microorganismos de los suelos de la zona de
preservacion ecoldgica de centro de poblacion “La Uva” en Sinaloa con vegetacion de
selva baja caducifolia y compararla con la biodiversidad de microorganismos de un

suelo agricola.

3.2. Objetivos especificos

1. Preservar la diversidad de los microorganismos cultivables de la rizésfera de
especies solanaceas mediante la creacion de bancos de germoplasma vivo
empleando criopreservacion para su mantenimiento por largos periodos de

tiempo.
2. Elaborar inventarios de la microbiota cultivable y no cultivable presente en los
suelos de la zona de preservacion ecoldgica de centro de poblacion “La Uva” en

Sinaloa empleando como herramienta la taxonomia molecular.

3. Describir la biodiversidad de microorganismos rizosféricos de una planta

solanécea desarrollada en una zona preservada.

4. Realizar un analisis comparativo de diversidad, abundancia y frecuencia de los

microorganismos asociados a la rizésfera de dos solanaceas: tomate y toloache.
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4. METODOS

En la Figura 2 se muestra un esquema general de la metodologia a seguir para lograr

alcanzar los objetivos del proyecto.

Metodologia general del proyecto

Muestreo de suelo en campos agricolas
4
Tamizado de las muestras y homogenizado

Extraccion de DNA de suelo Diluciones seriales y purificacién de
(Power Soil DNA Kit) microorganismos

Amplificacién por PCR de Generacién del banco de
DNAr eu- y procariético germoplasma
|

Generacion de bibliotecas de Extraccion de DNA

fragmentos de PCR

Amplificacion de DNAr por PCR
Purificacion de DNA
plasmidico de 500 clonas de T FT
e Secuenciacion y analisis molecular

Secuenciacion y analisis

filogenético

Figura 2. Esquema general del proyecto.

4.1. Muestreo de tomate y toloache

4.1.1. Toma de muestras de rizésfera de tomate

Las muestras de suelo se tomaron de un lote comercial de tomate cv. Gabriela,
perteneciente a la Agricola del Rancho ubicada en Campo Diaz, municipio de Guasave,
Sinaloa, México. Para ello se realizd6 un muestreo de cinco de oros, el cual consistid en
trazar un cuadrante, y tomar 5 muestras equidistantes. En cada punta del cuadrante se
tomo una muestra de suelo y una mas del centro para tener un total de 5 muestras, la
distancia entre cada punto de muestra fue de 5 surcos de siembra (1.8 m de distancia
entre cada surco), cada punto de muestreo se georeferencié (Cuadro 1). Se tomaron

columnas de suelo de aproximadamente 50 cm. de profundidad y 10 cm. de didmetro
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con un nucleador de acero inoxidable, lo mas cercano posible al tallo principal de la

planta de tomate (Figura 3).

Punto de muestreo Coordenadas
1 25°30° 926" N, 108° 29' 957" W
2 25°30' 941" N, 108° 29' 957" W
3 25°30' 919" N, 108° 29' 968" W
4 25°30' 933" N, 108° 29' 978" W
5 25°30' 944" N, 108° 29' 963" W

Cuadro 1. Ubicacion de los puntos de muestreo de suelo en la Agricola del Rancho S.A
de C.V.

Figura 3. Procedimiento de toma de muestras de suelo en el campo experimental. (A)

seleccion del punto de la toma de muestra; (B) muestra extraida de la rizosfera; (C)

marcaje y almacenaje para transporte de la muestra.

4.1.2. Toma de muestras de rizosfera de toloache

Se tomaron 25 muestras de suelo de la rizésfera de plantas de la especie Datura
stramonium L. en la Zona de Preservacion Ecoldgica del Centro de Poblacion “La Uva”
(Cuadro 2), las muestras se tomaron haciendo cinco cuadrantes aproximados (Figura 4),
ya que las poblaciones de Datura stramonium L. fueron escasas en el area de muestreo,

se colectaron cinco muestras en cada cuadrante (Figura 5).

Se tomo la parte del suelo més cercana a la raiz de cada una de las muestras, las cuales
se secaron a temperatura ambiente, se tamizaron utilizando un tamiz de 2 mm, se
homogeneizaron y se mantuvieron a 4°C. Posteriormente, se obtuvo una muestra

compuesta mezclando cantidades iguales de las cinco muestras de rizdsfera tomadas en
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cada uno de los cuadrantes por separado obteniendo en total cinco muestras compuestas
una por cada cuadrante en la zona de preservacion. Finalmente se mezclaron cantidades
iguales de las cinco muestras compuestas y se obtuvo una Unica muestra compuesta la
cual se utiliz6 para la realizacion de las diluciones seriales para el aislamiento de los
microorganismos. De la muestra compuesta se tomaron dos alicuotas de 2.5 gr y se
mantuvieron conservadas a -70°C, para la extraccion de ADN de suelo y la obtencién
del banco de clonas. Se tomd ademés una segunda submuestra de 100 gr de las 25

muestras individuales para hacer el andlisis del suelo (NPK, pH, MOD).

Cuadro 2. Coordenadas geogréficas de los puntos de muestreo en la Zona de

Preservacion Ecoldgica de Centro de Poblacion “La Uva”.

Cuadrantes-puntos
muestreados Coordenadas geograficas

1 N25° 29.095', W108° 28.106'
2 N26°29.089', W108°28.116
3 N25°29.080", W108°28.125'
4 N25°29.073', W108°28.130'
5 N25°29.073", W108°28.130'
6 N25° 28.991", W108° 28.143'
7 N25°29.122, W108°28.052'
8 N25°29.122', W108°28.052'
9 N25°29.210°, W108°28.010°
10 N25°29.221", W108°27.976'

’ 11 N25° 29.175', W108° 28.015'
12 N25°28.979', W108°28.142'
13 N25°28.979', W108°28.142'
14 N25°29.182', W108°28.005'
15 N25°29.104’, W108°27.999'
16 N25°29.175', W108°28.015'
17 N25° 29.333', W108° 27.871'
18 N25° 29.333', W108° 27.871'
19 N25°29.331, W108°27.871"
20 N25°29.331, W108°27.871
21 N25° 29.070', W108° 28.066"
22 N25° 29.066', W108° 28.063'
23 N25° 29.062', W108° 28.062'

| 24 N25° 29.020', W108° 28.059'

| 25 N25° 29.090', W108° 28.059'
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Figura 4. Imagen satelital en la que se ubican los puntos muestreados en la Zona de

Preservacion Ecoldgica del Centro de Poblacién “La Uva”.

Figura 5. Toma de las muestras de suelo de la rizésfera de Datura stramonium L. en la

zona de preservacion “La Uva”.

4.2. Tamizado de las muestras de suelo

Los suelos fueron marcados con el ndmero del punto de donde se tomaron y se
trasladaron al laboratorio, en donde se dejaron secar por una semana. Una vez secas las
muestras, se pulverizaron las particulas gruesas del suelo con un martillo, para
posteriormente pasarlas por los siguientes tamices: 2 mm (No. 10), 1 mm (No. 18) y por
altimo por el de 125 um (No. 120). Una vez tamizadas se tomo el total del tamizado de
todas las muestras del lote (o localidad) y se homogenizaron para constituir una muestra

compuesta (O’Brien et al., 2005).
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4.3. Andlisis fisicoquimicos del suelo

Se tom6 una submuestra de 100 g de cada una de las muestras colectadas (cinco de
tomate y 25 de toloache) y se entregé al laboratorio de Nutricién Vegetal del CIIDIR-
IPN, Unidad Sinaloa, para el analisis de los parametros del suelo NPK, pH y materia

organica disponible (MOD).

4.4. Creacion del banco de germoplasma

Una submuestra de 5 g fue tomada de la muestra compuesta para realizar una dilucion
serial y purificar los microorganismos cultivables presentes en el suelo. El protocolo
consistio en disolver 5 g de muestra en 45 ml de agua destilada estéril, en un tubo
Falcon estéril de 50 ml. Para una mejor homogenizacién se utilizd un agitador
magnético por 10 min. Una vez que se homogenizo, se tomaron 100 ul de esta dilucion
(1x 10™Y) y se agregé a un tubo Falcon estéril de 15 ml con 9.9 ml de agua destilada
estéril; posteriormente se tomé 1 ml de esta segunda dilucién (1 x 10%) y se agreg6 a
otro tubo Falcon de 15 ml que contenia 9 ml de agua destilada estéril (1 x 10™). Este

paso se repiti6 3 veces mas hasta llegar a la dilucién de 1 x 107. Se tomaron 100 pl de
cada una de las diluciones y se sembraron por triplicado en cajas de PDA y LB con el

fin de seleccionar preferentemente a los hongos o bacterias, respectivamente. Las cajas
se mantuvieron a temperatura ambiente (25-30 °C). Las colonias crecidas en las placas a
las 24 y 48 h fueron tomadas con ayuda de un pistilo estéril y se resembraron de nuevo
en placas de PDA o LB. Cada placa se dividi6 de manera proporcional en ocho
secciones (Figura 5); en cada una de las divisiones se resembraba una cepa, esto se
realiz6 con cada una de las cepas hasta que se observd el aislado creciendo totalmente

puro.

Figura 5. Purificacion de los microorganismos cultivables del suelo de rizésfera de
tomate. A) Resembrado de ocho cepas obtenidas de la siembra de las diluciones

seriales. B) Ejemplo de una cepa de un  hongo puro.
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Una vez obtenido el aislado puro, se tom6 una asada de éste y se depositd en tubos de
criopreservacion los cuales contenian 1 ml de LB liquido con glicerol al 15%, los tubos
se etiquetaron y se almacenaron en un ultracongelador a -70 °C (Figura 6) (Pasarell et
al., 1992). Cada muestra se colocéd por duplicado en dos ultracongeladores en edificios
distintos de las instalaciones del CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa (Coleccion de tomate
CIIDIR-001).

Figura 6. Coleccion de microorganismos criopreservados. A) Tubos de
criopreservacion con muestras individuales del banco de germoplasma; B) Banco de

germoplasma almacenado en ultracongelacion a -70 °C.

Para el banco de toloache (CIIDIR-004) se colocaron los organismos aislados en placas
Falcon de 96 pozos con 98 pl del cultivo de los microorganismos, un aislado en cada
pozo y 42 ul de glicerol al 50%, para obtener el cultivo en glicerol a una concentracién
de 15 %. Se mezcld bien, se taparon las placas perfectamente con tapas de aluminio

adhesivas con ayuda de un rodillo y se colocaron a -70°C para su criopreservacion.

4.5. Prueba de viabilidad del banco de germoplasma

Se descongel6 la totalidad de especimenes de los bancos de germoplasma de tomate y
toloache y se plaguearon en cajas de LB 6 PDA; cada caja contenia ocho especimenes
(Figura 6). Se dejaron incubando a temperatura ambiente toda la noche. Se midi6 la
capacidad de crecimiento de los organismos después de haber sido congelados a -70 °C

y descongelados de nuevo.
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Figura 6. Esquema de las placas de LB y el procedimiento de estriado, con ocho

muestras de las bacterias descongeladas del banco de germoplasma.

4.6. ldentificacion molecular de los especimenes del banco de germoplasma de

tomate y toloache

4.6.1. Extraccion de ADN genoémico

Se crecieron cada uno de los microorganismos del banco, en 1.5 ml de medio LB liquido y
se paso el cultivo en tubos de muestra RB de 2 ml, se centrifugaron a maxima velocidad por
3 min para empastillar los microorganismos. Para la identificacion molecular se extrajo el
ADN gendmico de cada uno de los microorganismos del banco utilizando el kit DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, EUA, Cat. No. 69506). La extraccion se realiz6 utilizando el
equipo QlAcube (Qiagen, EUA, Cat. No. 9001293).

4.6.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Del ADN gendmico se amplifico una region conservada del ADN ribosomal entre diversas
especies mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para los
organismos aislados se amplificd la secuencia parcial de la region 16S del DNA ribosomal
utilizando los oligonucledtidos F2C (5’-AGAGTTTGATCATGGCTC-3’) y C (5'-
ACGGGCGGTGTGTAC-3’) los cuales amplifican una regién de aproximadamente 1600
pb (Figura 7) (Cordero-Ramirez, 2008).

F2C Procariotas
—
*‘E ISR
F2C 5-AGAGTTTGATCATGGCTC-3
CE5-ACGGGCGGTGTGTAC-3 ~1.4Kb

Figura 7. Representacién de la secuencia que amplifica los oligonucleotidos F2C/C.
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Se realizd la siguiente mezcla de reaccion (Cuadro 3) para las PCR tanto para los pares

de oligonucledtidos F2C/C como para ITS1/ITS4 en un volumen de 25 ul de reaccion.

Cuadro 3. Volimenes utilizados para la mezcla de reaccién de PCR para la identificacion

de los especimenes del banco de microorganismos.

Reactivo Volumen por muestra Concentracion final
Agua ultrapura 17.25 pl
Mg 10X Buffer 2.50 pl X
50 uM MgCI2 0.75 ul 1.5 uM
10 uM Primer 1 1 Ml 0.2 uM
10 uM Primer 2 1 Ml 0.2 uM
10 UM dNTP’s 1.25 pl 0.2 uM
ADN templado 1l
Taqg DNA polymerase 0.25 ul 1U

Las condiciones del programa de PCR para amplificar el ADNr de los organismos
procariotas son las siguientes: desnaturalizacion 4 min a 95 °C, 1 min a 95 °C;
anillamiento 1 min a 60 °C; elongacion 2 min a 72 °C, por 32 ciclos; y un paso final de
elongacion de 5 min a 72 °C. Las condiciones del programa de PCR para amplificar el
ADNr de los organismos eucariotas son las siguientes: desnaturalizacion 4 min a 95 °C,
1 min a 95 °C; anillamiento 1 min a 60 °C; elongacién 2 min a 72 °C, por 29 ciclos; y un
paso final de elongacién de 5 min a 72 °C. Se utiliz6 un termociclador Multigene
(Labnet International, Inc., EUA, Cat. No. LA-TC9600-G-230).

4.6.3. Visualizacion de los productos de PCR

La visualizacion de los productos de PCR se hizo corriendo los productos de la
amplificacion en geles de agarosa, se utilizo un marcador de peso molecular de 1 Kb
plus, se prepararon los geles de agarosa al 1%, para esto la agarosa se disolvid en buffer
TAE 0.5X (40 mM Tris-HCI, é&cido acético pH 8.0, 1 mM EDTA) por medio de la
aplicacion de calor en un horno de microondas. Se us6 bromuro de etidio adicionado a
la agarosa para poder visualizacion de las bandas, aplicando luz ultravioleta, se

corrieron las muestras en el gel en una camara de electroforesis y finalmente se
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visualizaron las bandas mediante la aplicacion de luz ultravioleta en un
fotodocumentador (CHEMIDOC Universal Hood Il de Biorad, CA, EUA, Cat. No.
765/07032).

4.6.4. Purificacion de los productos de PCR, cuantificacion y secuenciacion del
ADN

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen, EUA, Cat. No. 28106). EI ADN se cuantifico empleando un lector multimodal
para placas de 96 pozos (Beckman, Cat. No. DTX-880) por fluorometria siguiendo las
recomendaciones del proveedor del Quant-ItTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen,
EUA, Cat. No. Q32854). Las muestras de ADN amplificado se secaron en un horno a
45°C durante toda la noche y se enviaron a secuenciar de manera unidireccional al

Cinvestav, Irapuato, para su secuenciacién empleando un equipo ABI Prism 3100.

4.6.5. Andlisis de las secuencias

Se compararon las secuencias obtenidas en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.gov/) utilizando el programa
BLAST-N vy el algoritmo Megablast y una plataforma automatizada desarrollada en
nuestro departamento (Bueno et al., 2010; en preparacion). Para determinar a cual
organismo presentan una mayor homologia las secuencias obtenidas, se determinara la
identidad del organismo con el que tenga una homologia mayor del 90% como criterio

de identificacion.

4.7. Obtencion del banco de clonas de ADN ribosomal que incluye organismos

cultivables y no cultivables

4.7.1. Extraccion del ADN gendémico de suelo

Se mezcl6 1 gr de cada una de las 5 muestras compuestas de suelo y de ésta muestra se
tomaron dos alicuotas de 0.25 gr de suelo y se mantuvieron a -70°C hasta su utilizacion,
se extrajo el ADN genomico de las dos muestras siguiendo las instrucciones del
fabricante del Power Soil®DNA Isolation Kit de Mobio Cat. No. 12888-50 (Carlsbold,
CA. USA). Posteriormente el ADN genomico obtenido se eluy6é empleando el buffer C6

del kit en un volumen de 100 ul.
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4.7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

El ADN obtenido se utiliz6 para amplificar algunas regiones hipervariables del ADNr
mediante la técnica de PCR. Para esto se utilizaron dos pares de oligonucle6tidos
dirigidos a amplificar una region de ADNr. Para procariotas se utilizaron los
oligonucleédtidos universales (Ul: 5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3" y 1. 5’-
CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3’) los cuales amplifican una regién de
aproximadamente 1600 pb, para la amplificacion de la secuencia parcial de la region
16S del ADNr, la region de secuencia intergénica (ISR) entre la region 16S-23S del
ADNr y la secuencia parcial de la regién 23S del ADNr. Para los eucariotas se
utilizaron los oligonucle6tidos 1TS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) que amplifican un fragmento de aproximadamente
600 pb, que incluye las dos regiones ITS del ADNr (Figura 8) (Cordero-Ramirez,
2008).

Ui Procariotas
—
r—
ISR 1

F2C 5-AGAGTTTGATCATGGCTC-3'
C 5-ACGGGCGGTGTGTAC-3 ~1.6kb

ITS1 Eucariotas

its1 its2 " «—
ITS4

ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3
ITS45-TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

' ~600 pb

Figura 8. Representacion de las secuencias que amplifican los oligonucledtidos U1/1 e

ITS1/ITS4 de ADNTr de origen procariético y eucaridtico respectivamente.

Se realizd la siguiente mezcla de reaccion para las PCR tanto para los pares de primers
U1/1 como para ITS1/ITS4 para un volumen de 25 ul de reaccion (Cuadro 4). Las
condiciones del programa de PCR para amplificar el ADNr de los organismos

procariotas fueron las siguientes: un primer paso de desnaturalizacion 4 min a 95 °C,
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desnaturalizacion 1 min a 95 °C; anillamiento 1 min a 55 °C; elongacion 2 min a 72 °C,
por 29 ciclos; y un paso final de elongacién de 5 min a 72 °C. Las condiciones del
programa de PCR para amplificar el ADNr de los organismos eucariotas fueron las
siguientes: un primer paso de desnaturalizacion 4 min a 95 °C, desnaturalizacion 1 min
a 95 °C; anillamiento 1 min a 60 °C; elongacion 2 min a 72 °C, por 29 ciclos; y un paso
final de elongacién de 5 min a 72 °C. Para estas amplificaciones, se empled la Platinum
Taq ADN polimerasa, enzima que ha sido modificada para que los posibles errores en el
proceso de polimerizacion del ADN sean mucho menores que las enzimas Taq

polimerasas convencionales.

Cuadro 4. Volumenes utilizados para la mezcla de reaccion de PCR para la

identificacion de las clonas.

Reactivo Volumen por muestra Concentracion final
Agua ultrapura 15 pi
Mg 10X Buffer 2.5 Hl 1X
10 uM dNTP'’s 0.5 pl 0.2 uM
50 uM MgCi2 0.75 ul 1.5 uM
10 uM Primer 1 0.5 ul 0.2 UM
10 uM Primer 2 0.5 i 0.2 uM
ADN templado 1l
Platinum® Tagq DNA 0.2l 1U
polymerase

4.7.3. Electroforesis del producto de PCR

Para verificar que los fragmentos de los productos de PCR fueran del tamafio esperado,
los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%, en una camara de
electroforesis usando un marcador de peso molecular de 1 Kb plus (Invitrogen). Los
geles de agarosa se prepararon disolviendo la agarosa en buffer TAE al 0.5X (40 mM
Tris-HCI, acido acético pH 8.0, 1 mM EDTA) y se tifieron las bandas usando bromuro
de etidio. Los geles de agarosa se visualizaron aplicando luz ultravioleta en un
fotodocumentador (Chemidoc Universal Hood Il de Biorad, Cat. No. 765/07032, CA,
EUA).
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4.7.4. Precipitacion del producto de PCR

El producto de PCR se precipitdé para concentrar el ADN amplificado, se le adicion6 1
ul de acetato de amonio y 60 pl de etanol absoluto, se almacend a una temperatura de -
20°C por 2 horas y se centrifugdé por 10 min a 13,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante,
posteriormente se lavé la pastilla con etanol al 75% disuelto en agua ultrapura estéril y
se centrifugd brevemente para eliminar todo el liquido; se dejé secar la pastilla durante
10 min a temperatura ambiente y por Gltimo se resuspendié la pastilla en 4 ul de agua

ultrapura.

4.7.5. Clonacién de los productos de PCR

Los productos obtenidos del PCR se clonaron en el vector pGEM-T Easy Vector
System Il (Promega, Cat. No. 157348, EUA) (Figura 9), se llevo a cabo para esto la
siguiente reaccion de ligacion: se colocd en un tubo Eppendorf 5 pl de buffer de
ligacidon 2X, 1 ul de vector pGEM®-T Easy (50 ng), 3 ul del producto de PCR (100 ng)
y 1 ul T4 ADN ligasa, teniendo un volumen final de 10 ul de ligacién, la reaccion de

ligacion se incub6 1 hora a temperatura ambiente y a 4°C toda la noche.

[ ™™ poEm®.T Easy
Vector
|. 1 15050

Figura 9. Esquema del vector de clonacion pGEM®-T Easy vector utilizado para la

ligacién de los productos de PCR.

4.7.6. Transformacion de los productos de PCR
La ligacion de los productos de PCR se transformaron en células competentes de E. coli

JM-109. Para esto se mezclaron en un tubo Eppendorf 50 ul de células competentes de
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E. coli y 2.5 pul del producto de la ligacion y se incubd la mezcla por 20 min en hielo.
Posteriormente, se calentd la mezcla a 42°C por 45 segundos en una placa de
calentamiento para provocar un choque térmico y permitir la entrada del plasmido
ligado al interior de las células de E. coli; se pasé inmediatamente la mezcla al hielo y
se incubd dentro de éste por 2 min. Después se agregd al tubo con la mezcla de la
transformacion 950 ul de medio SOC precalentado a 37°C y se incub6 a 37°C por una
hora y media con agitacion a 150 rpm. Posteriormente se plaquearon 200 ul de la
suspension celular en placas con medio LB con ampicilina (100 pg/ml) para seleccionar
las clonas trasformadas. Para esto a cada placa de LB se le agreg6 20 ul de X- Gal (20
mg/ml) e IPTG (0.1 M). Estos reactivos se utilizan como método de seleccion de las
clonas transformadas que contienen el inserto de nuestro ADN de interés mediante el
escrutinio azul-blanco del gen lacZ insertado en el plasmido pGEM-T Easy. Las placas
se incubaron a 37°C durante toda la noche (16 horas). Una vez obtenidas las colonias se
seleccionaron las colonias blancas ya que éstas son las que contienen el vector con el
inserto, el cual interrumpe la region codificante del gen LacZ evitando que éste gen, el
cual es activado por el IPTG produzca una proteina funcional evitando la reaccidn
colorida azul con el X-Gal. Se seleccionaron 500 clonas de origen procariético y 500

clonas de origen eucariético.

4.7.7. Purificacion del ADN plasmidico

Las colonias seleccionadas se crecieron en medio LB liquido con ampicilina (100
ug/ml) y se incub6 a 37°C y 150 rpm por 16 horas. Después de que se obtuvo el cultivo
celular se centrifugé a 13000 rpm por 3 min, se retird el sobrenadante y se almacenaron
las pastillas a -20°C para posteriormente llevar a cabo la purificacion del ADN
plasmidico. EI ADN plasmidico de E.coli (pGEM-T Easy + inserto) se extrajo
empleando el kit Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, EUA, Cat. No. 27106).

4.7.8. Digestion del ADN plasmidico

Se digirid el ADN plasmidico con la enzima EcoRI la cual permite la liberacion del
inserto al encontrarse flanqueando la region donde se ha introducido el fragmento de
PCR, ver mapa del vector, Figura 14). Esto permitié confirmar la presencia del inserto
del producto de PCR dentro de las clonas. Se realizo la siguiente reaccion de digestion:
Se coloco en un tubo 7.5 pl de agua ultrapura, 1 ul de buffer 10X REact 3, 0.5 ul de la

enzima EcoRI y 1 ul de producto de miniprep, teniendo un volumen final de 10 ul, la
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reaccion de digestion se incubd por 2 hora a 37°C y se separd por electroforesis en geles
de agarosa al 1%, las bandas se tifieron con bromuro de etidio y se empleé un marcador
de peso molecular de 1Kb. La visualizacion del DNA se realizard& mediante la

exposicion del gel a luz ultravioleta.

4.7.9. Secuenciacion y andlisis de las secuencias

Los fragmentos amplificados y clonados se enviaron a secuenciar a LANGEBIO
(Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad), en Cinvestav, Irapuato. Se
emplearon para la secuenciacion el método de secuenciacion de dideoxi-fluorescencia
con un equipo secuenciador de la marca ABI Prism Modelo 3100. Se usO el
oligonucleétido interno U2 (5-ACATTTCACAACACGAGCTG-3"), se usO este
oligonucleétido ya que amplifica una regién interna del la region 16S del ADN
ribosomal, lo que permite que la secuenciacién sea en una sola direccion y puedan ser
alineadas en los posteriores analisis. Las secuencias obtenidas se analizaron en la base
de datos del NCBI (http://mww.ncbi.nim.nih.gov/) usando el programa BLAST-N, v el
algoritmo Megablast y wuna plataforma automatizada desarrollada en nuestro
departamento (Bueno et al., 2010; en preparacion). Para determinar a cual organismo
presentan una mayor homologia las secuencias obtenidas, se determind la identidad del
organismo empleando como criterio aquel que tenga una homologia mayor del 90 %.

Se eliminaron las secuencias de mala calidad y las que contenian un ndmero menor de
200 nucledtidos, asi como las secuencias que no dieron homologia a ningiin organismo
reportado la base de datos del GenBank y las secuencias que correspondian a vectores.
Se us6 ademés el programa Chimera slayer del BROAD Institute, para la deteccion y
eliminacion de secuencias quimeras que pudieron haberse formado durante la reaccion
de PCR. Y se realizé un analisis de rarefaccion para una muestra en el software Mothur
version 1.20.1 disponible en http://www.mothur.org (Schloss et al., 2009), para esto se
alinearon las secuencias con el programa Clustal-W (Higgins et al., 1994). La matriz de
distancia fue calculada con el programa Dnadist de Phylip version 3.69 (Felsenstein,
2004) usando el modelo de sustitucion Juker-Cantor. Las secuencias se agruparon en

OTUs con el programa Cluster, usando el algoritmo average neighbor (NJ).

4.7.10. Analisis de los datos obtenidos y comparacion de la microbiota de la

rizésfera de Datura stramonium L. y de la rizésfera de tomate.
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Se analiz6 la presencia, diversidad y abundancia de los microorganismos presentes en la
rizdsfera de Datura stramonium L. en la zona de preservacion ecoldgica de centro de
poblacion “La Uva”. Una vez obtenidos estos datos se hizo una comparacion de los
datos obtenidos en este trabajo con los datos obtenidos por Cordero-Ramirez en el 2012,
sobre la presencia, diversidad y abundancia de los microorganismos de la rizosfera de
tomate de un area dedicada a practicas agricolas.

Se hizo un andlisis de la abundancia a nivel de phyla de los organismos identificados
mediante estadistica cualitativa usando gréficas de pastel. Se analizo la frecuencia de las
clonas de la biblioteca de clona a nivel de género utilizando gréficas de barras y se
determind el indice de diversidad alfa de los organismos identificados mediante el
indice de Shannon-Wiener:

H’ = X (ni/N) In(ni/N)

Donde:

ni = valor de importancia para cada especie.

N = ndmero de especies.

4.8. Incorporacién de la informacion obtenida en una base de datos

Los datos obtenidos en este trabajo fueron incorporados en una base de datos
denominada “Coleccion Cientifica de Microorganismos del Laboratorio de Ecologia
Molecular de la Rizosfera del CIIDIR-Sinaloa” de manera local. Se incorporaron
primero todos los datos de los especimenes aislados y los de los bancos de clonas de
tomate y posteriormente los de toloache en los catdlogos con los que cuenta la base de
datos los cuales incluyen: nombre de la coleccion; institucion a la que pertenece la
coleccion; informacion geografica, region donde se colectaron las muestras; personas
colectoras y determinadoras, tipo de vegetacion, tipo de rizésfera e informacién
taxonémica. La mayoria de los organismos vivos fueron fotodocumentados en cuanto a
su morfologia colonial y microscopica (tincion de Gram). Estos datos se ligaran con la
informacion de los catilogos y se incluirdn las secuencias de cada uno de los
especimenes identificados obtenidos, asi como las gréficas y demas informacion
obtenida del andlisis de los datos. Toda la informacién que se ha incorporado a la base
de datos se enviara a la CONABIO para que ésta sea incorporada a su sistema de bases

de datos y se haga disponible de manera publica.
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5. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

5.1. Zona de preservacion ecolégica del centro de poblacion “La Uva”

La zona de preservacion ecoldgica de centro de poblacion “la Uva”, decretada en el afio
de 1998, es una zona relictual de vegetacién natural, se localiza en el municipio de
Guasave, en la Cofradia de Tamazula de la sindicatura de Tamazula a 26 Km al suroeste
de la ciudad de Guasave, Sinaloa. Esta zona comprende una superficie de 17.88
hectareas, ubicadas a orillas de la margen izquierda del Rio Sinaloa, con las
coordenadas 25°29°42"" de latitud norte y 108°27°12"" de longitud Oeste (Figura 10).
Los asentamientos circundantes tienen una poblacion aproximada de 1,700 habitantes
(H. Ayuntamiento de Guasave, 1998).

El clima de esta regién es seco y estepario, muy calido con una temperatura media anual
de 24.3°C, extremoso con oscilacion de temperatura entre los 7 y 44°C presentando un
régimen de lluvias de verano con un 50% de precipitacion invernal y una precipitacion

total anual de 403 mm (H. Ayuntamiento de Guasave, 1998).

Figura 10. Fotografia satelital de La zona de preservacion ecoldgica de centro de

poblacién “La Uva”, en el municipio de Guasave.

El suelo es aluvial, compuesto por arena principalmente, permeable con materiales no
consolidados, el manto se localiza a 3 metros de profundidad. En esta zona se presentan

dos tipos de suelo: el fluvisol eutrico y el feozem héplico (Figura 11) (segun la
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clasificacién de la FAO-UNESCO adaptado por la comision de estudios del Territorio
Nacional a los suelos de México). El fluvisol eutrico se localiza a ambos margenes del
Rio Sinaloa, se caracteriza por estar formado por material acarreado por el agua, esta
constituido por materiales disgregados que no presentan estructuras de terrones, es decir
son suelos muy poco desarrollados, presenta alta permeabilidad ya que en su mayor
parte se constituye de arena y capas de grava no existiendo en el area materiales
consolidados que obstruyan dicha permeabilidad, presentan alta fertilidad. Mientras que
los Feozen héplico, son suelos que se distribuyen en la mayor parte del municipio de
Guasave, en esta area se presentan como suelos pardos de textura media, rica en materia

orgénica y nutrientes (H. Ayuntamiento de Guasave, 1998).

Figura 11. Representacion de las caracteristicas edafologicas de La zona de

preservacion ecologica “La Uva”.

En el sitio se desarrolla una vegetacion riparia junto al rio y una vegetacion natural
secundaria con representantes de la selva baja caducifolia. La vegetacion riparia o de
galeria se desarrolla paralela al Rio Sinaloa con &lamos de denso follaje y de 30 m de
alto ocupando una superficie aproximada de 20% con respecto al &rea (Figura 12A). En
el area adyacente se localizan los representantes de la selva baja caducifolia (Figura
12B) con un amplio desarrollo de especies arbustivas propias de una vegetacion
secundaria como: el papache, la cacachila y el bainoro, que son las especies dominantes

y se distribuyen ampliamente (H. Ayuntamiento de Guasave, 1998).
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Figura 12. Vegetacion natural de “La Uva”, vegetacion riparia (A), vegetacion de selva

baja caducifolia (B).

La selva baja caducifolia es una comunidad vegetal con arboles cuya altura estd
comprendida entre los 4 y 15 metros, que se caracteriza porque mas del 75% de sus
arboles dominantes pierde totalmente el follaje durante la época seca del afio. Se
desarrolla en climas célidos y subhimedos, semisecos 6 subsecos (H. Ayuntamiento de
Guasave, 1998).

La zona de La Uva, presenta caracteristicas de un area relictual de vegetacion natural,
ya que en sus alrededores la vegetacion original ha sido sustituida por terrenos
agricolas, el area sirve de refugio y habitat de diversas especies de fauna silvestre (H.
Ayuntamiento de Guasave, 1998).
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6. RESULTADOS

6.1. RIZOSFERA DE TOMATE
6.1.1. Analisis fisicoquimico de los suelos recolectados en agricola del Rancho
(rizésfera de tomate).
De acuerdo al tridngulo de textura aprobado por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) se indica que el suelo tiene una textura
franco-limo-arcillosa. Este suelo es moderadamente &cido, es bajo en materia organica,

con una concentracién de Ca®* y Mg** media, y una concentracién elevada de K*
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de los andlisis fisicoquimicos de los suelos extraidos de la

Agricola del Rancho, en el Campo Diaz.

D
Tipo de analisis 1 2 3 4 5 Promedio £ Referencia
pH 6.8 5.9 5.7 5.3 5.7 5.88 5.1-6.5 (mod. acido), 6.6-7.3 (neutro)
CE (mS/cm) 0.19 2.38 1.97 0.17 2.36 1.414 1 <0.2 (no-salino), >4 salino
% materia organica  1.52 1.39 1.39 1.27 1.27 1.368 0.1 0.6-1.5 (bajo), 1.5-3.5 (medio)
P (mg/kg) 43.67 43.58 64.63 64.61 64.75 56.248 10  >11 (alto)
Textura
% de arena 15.62 17.62 7 17.62 17.62 17.436 1
% de arcilla 38.34 36.34 38.34 38.03 36.71 37.552 0.9
% de limo 46.04 46.04 42.96 44.04 45.67 44.95 1.2
K (Cmol/kg) 3.06 2.92 3.06 3.65 3.21 3.18 0.3 >2.8 (muy alto)
Ca (Cmol/kg) 8.85 9.94 3.39 12.22 8.42 8.564 2.9 2-5(bajo), 5-10 (mediano), >10 (alto)
Mg (Cmol/kg) 3.48 1.54 1.99 0.85 1.34 1.84 0.9 0.5-1.3 (bajo), 1.3-3 (mediano), >3.0 alto)
N total (mg/kg) 4.99 4.99 9.99 19.99 9.99 9.99 55  0-10 (muy bajo),10-20 (bajo)

6.1.2. Obtencién de las bibliotecas de cDNA de origen procariotico y eucariotico de
la rizosfera de tomate

Empleando ADN gendmico aislado a partir de suelo proveniente de rizosfera de tomate
se logro la amplificacion de productos de PCR empleando cuatro pares de
oligonucleotidos (F2C/1; U1/1; ITS1/ITS2 y LSUO0061/0805). La pareja de
oligonucleotidos NS1/NS8 fue la Unica sin la amplificacion esperada (Figura 13). Se
decidi6 emplear los productos de PCR obtenidos de las parejas de oligonucleotidos
U1/1 e ITS1/ITS4, los cuales fueron precipitados y clonados en el vector pGEM-T

Easy, para generar las bibliotecas de clonas de productos de PCR, de origen procariético
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y eucaridtico. De estas bibliotecas se recogieron 500 clonas, a las cuales se les extrajo el

ADN plasmidico y se secuenciaron.

1Kb ITS1/ITS4 y LSU0061/0805

Figura 13. Amplificacion del ADN ribosomal a partir de ADN gendmico de suelo con

las distintas parejas de oligonucledtidos utilizadas.

El andlisis filogenético de las secuencias obtenidas de las clonas pertenecientes a ambas
bibliotecas nos permitio la identificacién de los phyla eucariotes y procariotes mas

representativos del suelo muestreado.

6.1.3. Biblioteca de clonas de 16 S RDNA de origen procaridtico de tomate
De un total de 476 clonas enviadas a secuenciar: 31 clonas no contenian inserto, por lo

que se consideraron como clonas vacias (93.5% de eficiencia de clonacion).

Del andlisis de las secuencias de las 445 clonas que contenian inserto, se encontrd que
63 no mostraron homologia con los organismos registrados en el Genbank; 11
pertenecian a organismos eucariotes: Kluyveromyces lactis 1, Trichoderma atroviridae
2, fotobionte no cultivado del género Trebouxia 4, diatomea no cultivada 2, Beta nana 1
y Zostera marina 1. 103 tuvieron homologia a organismos no cultivables (datos no
mostrados) y 268 clonas tuvieron homologia a secuencias de organismos previamente
publicadas. Sélo estos ultimos fueron considerados en el anélisis de la diversidad de

procariotes en la rizdsfera de tomate.

Del total de los organismos identificados (268 clonas) se encontré que éstas pertenecen
a un total de ocho diferentes phyla: acidobacteria, actinobacteria, bacteroidetes,
chloroflexi, cianobacteria, firmicutes, gemmatimonadetes y proteobacteria. Dentro de
estos phyla se encontraron nueve diferentes clases, dos subclases, 16 ordenes, cuatro
sub-ordenes, 20 familias, 30 géneros y un total de 56 especies. Estos resultados se

reportan en el Cuadro 6.
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Paenibacillus fujiensis

Phylum

Clase Subclase

Orden

Suborden

Familia

Género

Especie

Acidobacteria
Actinobacteria

Bacteroidetes
Chloroflexi
Cyanobacteria

Firmicutes

Actinobacteria Actinobacteridae

Rubrobacteridae

Flavobacteria
Chloroflexi

Bacilli

Actinomycetales

Rubrobacterales

Flavobacteriales

Oscillatoriales
Nostocales
Oscillatoriales
Bacillales

Micromonosporineae
Corynebacterineae

Rubrobacterineae

Micromonosporaceae
Mycobacteriaceae

Patulibacteraceae
Solirubrobacteraceae
Flavobacteriaceae

Nostocaceae

Bacillaceae

Paenibacillaceae

Micromonospora
Mycobacterium

Patulibacter
Solirubrobacter
Flavobacterium

Cyanobacterium
Leptolyngbya
Nostoc
Oscillatoria
Bacillus

Halobacillus
Lentibacillus
Brevibacillus
Paenibacillus

Uncultured Acidobacteria bacterium
Micromonospora echinospora
Mycobacterium avium
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium interjectum
Mycobacterium tuberculosis
Patulibacter minatonensis
Solirubrobacter sp
Flavobacterium sp.

Uncultured Chloroflexi sp.
Uncultured Cyanobacterium sp
Leptolyngbya sp.

Nostoc sp.

Oscillatoria sp

Uncultured Bacillus sp.
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus azotoformans

Bacillus lentus

Bacillus licheniformis

Bacillus psychrosaccharolyticus
Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Halobacillus kuroshimensis
Lentibacillus salinarum
Brevibacillus sp.

Paenibacillus sp.

Paenibacillus alginolyticus
Paenibacillus chondroitinus

Cuadro 6. Ubicacion taxondmica de las especies de organismos procariotes identificadas en la biblioteca de clonas de ADN ribosomal de origen procariético de rizosfera de tomate
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Gemmatimonadetes
Proteobacteria

Mollicutes
Clostridia

Alphaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Lactobacillales

Acholeplasmatales
Clostridiales

Rhizobiales
Caulobacterales

Sphingomonadales

Myxococcales
Cystobacterineae

Pseudomonadales
Vibrionales

Carnobacteriaceae
Enterococcaceae
Acholeplasmataceae
Eubacteriaceae

Rhizobiaceae
Brucellaceae
Caulobacteraceae
Sphingomonadaceae

Myxococcaceae
Cystobacteraceae

Pseudomonadaceae
Vibrionaceae

Virgibacillus

Carnobacterium
Enterococcus

Candidatus Phytoplasma

Eubacterium

Agrobacterium
Ochrobactrum
Caulobacter
Sphingosinicella
Sphingomonas

Anaeromyxobacter
Archangium
Hyalangium
Stigmatella

Pseudomonas
Vibrio

Paenibacillus larvae

Paenibacillus lentimorbus
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus popilliae
Virgibacillus marismortui
Virgibacillus sp.

Carnobacterium sp.

Enterococcus avium

Sugarcane grassy shoot phytoplasma
Uncultured Eubacterium sp.
Uncultured Gemmatimonadetes
Uncultured proteobacterium
Uncultured alpha proteobacterium
Agrobacterium vitis

Ochrobactrum cytisi

Caulobacter crescentus
Sphingosinicella microcystinivorans
Sphingomonas sp

Uncultured delta proteobacterium
Uncultured Myxococcales
Anaeromyxobacter dehalogenans
Archangium gephyra

Hyalangium minutum

Stigmatella aurantiaca

Uncultured gamma proteobacterium
Pseudomonas fluorescens

Vibrio splendidus

Continuacion del cuadro 6. Ubicacion taxonémica de las especies de organismos procariotes identificadas en la biblioteca de clonas de ADN ribosomal de origen.
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6.1.3.1. Abundancia absoluta de los phyla en la biblioteca de clonas de 16S rDNA

de origen procariético de la rizésfera de tomate

El orden de abundancia relativa de los phyla encontrados de esta biblioteca fue el
siguiente: Firmicutes 117 clonas, Acidobacteria 46 clonas, Proteobacteria 31 clonas,
Actinobacteria 24 clonas, Gemmatimonadetes 23 clonas, Bacteroidetes 16 clonas,

Cianobacteria 9 clonas y Chloroflexi 2 clonas (Figura 14).

wlomeronmeota
03% Nematoda  sheptopta

7% 2008

Cliophora
11%

Zygomyoota
0a%

Chrridiormgcota
06%

Chlarophta
177%

Ascomota
621%

Basidiomycota
11.4%

Figura 14. Abundancia absoluta de los phyla de origen procaridtico en rizdsfera de
tomate. Gréafica de pastel mostrando el porcentaje de las clonas de los phyla

identificados.

6.1.3.2. Abundancia de las especies encontradas en la biblioteca de origen
procarotico

La abundancia relativa de las especies de esta biblioteca, se realizd a partir de las 268
muestras que si mostraron homologia en el GenBank. Esto permitio la identificacion de
las especies mas abundantes a nivel rizosfera, encontrando que las cinco especies méas
abundantes fueron: una acidobacteria no cultivable con 42 clonas, Paenibacillus sp. con
33 clonas, Gemmatimonadales no cultivables con 23 clonas, Bacteroidetes no
cultivables con 15 clonas y delta proteobacterias no cultivables con 10 clonas. El resto

de las especies se muestran en el Anexo 1.
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6.1.3.3. Andlisis filogenético de las secuencias de origen procaridtico

El analisis filogenético de algunas secuencias seleccionadas entre aquellas que
mostraron homologia en el Genbank, fue realizado elaborando dos arboles filogenéticos
considerando secciones de DNA de 100 pb. La razon de ésto es que la secuenciacién del
total de 1000 clonas de ambas bibliotecas por razones de costo fue realizado
unidireccionalmente. Cuando el producto de la amplificacion del ADN ribosomal es
ligado dentro del vector la posibilidad de ligarse en cualquier direccion es de
aproximadamente el 50%. Debido a esto se realizd un arbol para cada grupo de
secuencias que fueron obtenidas a partir de la regién 16S, y otro para las secuencias que
se ubicaron en la region 23S del ADN ribosomal. En un principio se penso realizar un
Unico éarbol incluyendo la region ISR donde las secuencias se sobrelaparan. Sin
embargo, ésto no fue posible debido a la elevada divergencia en longitud y secuencia de
esta region, por lo que se decidié s6lo usar las regiones 16S y 23S que estan altamente
conservadas entre diferentes especies. En la comparacion se excluyo la region ISR ya
que considerarlo ocasiona el desalineamiento de las secuencias y una aplicacion
inadecuada del programa computacional utilizado (Figura 15).

Ambos &rboles filogenéticos muestran el agrupamiento de diferentes especies y
géneros pertenecientes al phylum Firmicutes agrupandose en un subgrupo relacionado.
En ambos arboles se incluyeron algunas especies lejanamente relacionadas (outgroups)
a los grupos procariodticos observados en este trabajo, tales como Nostoc y Oscillatoria.
En ambos casos, estas especies lejanas segregan filogenéticamente en una rama del
arbol muy aparte a grupos como Firmicutes lo cual es esperado que suceda. La
formacion de subgrupos dentro de los arboles nos permite observar a grosso modo la
cercania filogenética entre los diversos organismos que se evaluaron. Por ejemplo, el
phylum Acidobacteria tanto en el arbol de la figura 15a como en el de la figura 15b se
separa claramente de los miembros del grupo Firmicutes. Este andlisis nos muestra la
diversidad poblacional que encontramos en la rizosfera de tomate de una manera que
permite observar algunas agrupaciones de organismos procariotes dentro de este

ecosistema.
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Figura 15. Arboles filogenéticos construidos a partir de una region parcial del 16S y 23S

del DNAr. A) Secuencias de la region 16S; B) Secuencias de la region 23S. Las

secuencias fueron alineadas en el programa CLUSTAL X y analizadas con el algoritmo

Neighbor-Joining; posteriormente, los arboles se construyeron empleando el programa

Treeview.
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6.1.4. Biblioteca de origen eucariético de la rizésfera de tomate

De un total de 441 clonas que se enviaron a secuenciar de esta biblioteca 36 fueron
clonas vacias (91.8% de eficiencia de clonacidn), y cuatro méas pertenecian a secuencias
gue al momento de comparar en el NCBI no nos dieron homologia con ninguna de las
secuencias que se encontraban en el Genbank. De esta biblioteca, 401 clonas contenian
inserto con homologia en el NCBI y de éstas se identificaron en total nueve phyla, cinco
sub-phylum, 14 clases, 10 subclases, 25 érdenes, 28 familias, 51 géneros y 83 especies.

Estos resultados se reportan en el Cuadro 7.

6.1.4.1. Abundancia de los phyla encontrados en la biblioteca de origen eucariotico
El orden de abundancia absoluta de los phyla encontrados en esta biblioteca fue:
Ascomycota con 218 clonas, Chlorophyta con 62 clonas, Basidiomycota con 40 clonas,
Nematoda con 13 clonas, Streptophyta con ocho clonas, Ciliophora con cuatro clonas,
Zygomicota con tres clonas, Chytridiomycota con dos clonas y Glomeromycota con una

clona (Figura 16).

6.1.4.2. Abundancia de las especies encontradas en la biblioteca de origen
eucariotico

La abundancia relativa de las especies de esta biblioteca se realizd a partir de las 352
muestras que si mostraron homologia con secuencias reportadas en el Genbak. Las
cinco especies mas abundantes a nivel rizosfera fueron las siguientes: Scenedesmus sp.
con 52 clonas, Emmonsia parva con 33 clonas, Alternaria sp. con 28 clonas, Alternaria
alternata con 22 clonas y Cladosporium oxysporum con 21 clonas. EI nimero de clonas

del resto de las especies se muestra en el anexo 2.
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Phylum Subphylum Clase Subclase Orden Familia Género Especie
Ascomycota Ascomycete sp.
Berkleasmium sp.
Uncultured ascomycete
Aporospora Aporospora terricola
Humicola Humicola fuscoatra
Phoma Phoma medicaginis

Pezizomycotina
Dothideomycetes

Eurotiomycetes

Dothideomycetidae Capnodiales

Pleosporomycetidae Pleosporales

Eurotiomycetidae Eurotiales

Onygenales

Davidiellaceae

Pleosporaceae

Leptosphaeriaceae

Trichocomaceae

Cladosporium

Alternaria

Cochliobolus

Leptosphaeria
Aspergillus
Emericella

Eurotium
Chrysosporium

Uncultured Pezizomycotina
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium oxysporum
Uncultured Cladosporium
Alternaria sp.

Alternaria alternata
Alternaria arborescens
Alternaria gaisen
Alternaria longipes
Alternaria longissima
Alternaria mali

Alternaria tenuissima
Cochliobolus lunatus
Uncultured Lophiostomataceae
Leptosphaeria senegalensis
Aspergillus tamarii
Emericella corrugata
Emericella dentata
Emericella nidulans
Eurotium chevalieri
Chrysosporium lobatum

Cuadro 7. Ubicacion taxondmica de las especies de organismos eucariotes identificadas en la biblioteca de clonas de ADN ribosomal de origen eucariotico de rizosfera de tomate.
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Continuacién del Cuadro 7. Ubicacion taxonomica de las especies de organismos eucariotes identificadas en la biblioteca de clonas de ADN ribosomal de origen eucari6tico de rizésfera de tomate.

Basidiomycota

Agaricomycotina

Pezizomycetes
Sordariomycetes

Agaricomycetes

Tremellomycetes

Hypocreomycetidae

Sordariomycetidae

Agaricomycetidae

Pezizales
Hypocreales

Sordariales

Agaricales

Filobasidiales

Pyronemataceae

Nectriaceae
Clavicipitaceae
Chaetomiaceae

Bolbitiaceae

Cortinariaceae

Pleurotaceae

Psathyrellaceae
Tricholomataceae

Emmonsia

Paracoccidioides
Cheilymenia
Acremonium
Fusarium

Cephalosporium
Nectria
Paecilomyces

Chaetomium

Corynascus

Conocybe

Panaeolus

Cortinarius

Gymnopilus
Hohenbuehelia

Coprinopsis
Gymnopus
Cryptococcus

Chrysosporium pilosum
Emmonsia crescens
Emmonsia parva
Paracoccidioides brasiliensis
Cheilymenia stercorea
Acremonium strictum
Fusarium sp.

Fusarium oxysporum
Cephalosporium curtipes
Nectria mauritiicola
Paecilomyces sp.
Chaetomium sp.
Chaetomium globosum
Corynascus Verrucosus
Mycorrhizal basidiomycete
Uncultured basidiomycete
Conocybe crispa
Conocybe rickenii
Panaeolus cambodaginiensis
Panaeolus sphinctrinus
Cortinarius fulvocitrinus
Cortinarius olearioides
Gymnopilus junonius
Hohenbuehelia portegna
Hohenbuehelia tremula
Coprinopsis cinerea
Gymnopus sp.
Cryptococcus magnus
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Continuacién del Cuadro 7. Ubicacion taxonémica de las especies de organismos eucariotes identificadas en la biblioteca de clonas de ADN ribosomal de origen eucariético de rizosfera de tomate.

Chlorophyta

Chytridiomycota

Ciliophora

Glomeromycota
Nematoda

Streptophyta

Zygomycota

Pucciniomycotina

Intramacronucleata

Mucoromycotina

Microbotryomycetes

Chlorophyceae

Trebouxiophyceae
Chytridiomycetes

Oligohymenophorea

Spirotrichea Stichotrichia

Oligotrichia
Glomeromycetes
Chromadorea
Liliopsida commelinids

Leucosporidiales
Sporidiobolales

Chlamydomonadales

Oedogoniales
Sphaeropleales

Chlorellales
Spizellomycetales
Peniculida

Stichotrichida

Glomerales
Rhabditida

Caryophylales
Sapindales
Poales

Mucorales

Mortierellales

Dunaliellaceae

Scenedesmaceae

Chlorellaceae
Olpidiaceae

Spizellomycetaceae

Parameciidae
Oxytrichidae

Halteriidae

Glomeraceae
Cephalobidae

Amaranthaceae
Meliaceae
Poaceae

Mucoraceae

Mortierellaceae

Leucosporidium
Rhodotorula

Dunaliella
Oedogonium
Scenedesmus

Pseudochlorella
Olpidium
Rhizophlyctis
Paramecium
Cyrtohymena
Oxytricha
Halteria
Glomus
Acrobeloides
Stegelleta
Zeldia

Atriplex

Entandrophragma
Echinochloa
Absidia
Rhizopus
Mortierella

Leucosporidium scottii
Rhodotorula sp.
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula ingeniosa
Dunaliella sp.
Oedogonium tenerum
Scenedesmus sp.
Scenedesmus naegelii
Scenedesmus obliquus
Pseudochlorella pyrenoidosa
Olpidium brassicae
Rhizophlyctis rosea
Paramecium tetraurelia
Cyrtohymena citrina
Oxytricha longigranulosa
Halteria grandinella
Uncultured Glomus
Acrobeloides sp.
Stegelleta sp.

Zeldia sp.

Zeldia punctata

Atriplex centralasiatica
Atriplex lentiformis
Entandrophragma cylindricum
Echinochloa colona
Absidia corymbifera
Rhizopus oryzae
Mortierella sp.
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Figura 16. Abundancia absoluta de los phyla de origen eucariotico en rizésfera de tomate.

Gréfica de pastel mostrando el porcentaje de las clonas de los phyla identificados.

6.1.4.3. Analisis filogenético de las secuencias de origen eucariético de la rizosfera de

tomate

El analisis filogenético de las secuencias se realizd construyendo un arbol filogenético a
partir de la region codificante 5.8S del ADN ribosomal incluyendo 121 pb y empleando
algunas de las secuencias seleccionadas de los aislados que mostraron homologia con otros
organismos en el Genbank (Figura 17). En la construccion del arbol se incluyeron algunas
secuencias muy lejanas a los grupos estudiados, tales como Oxytricha y Paramecium que
pertenecen a phyla diferentes a los grupos de secuencias de hongos y levaduras
mayoritariamente obtenidos en este trabajo los cuales segregaron de manera adecuada en el
arbol. Dos grupos altamente representados por diversas especies ¢ aislados, resultado de

éste anélisis fueron Alternaria y Cladosporium.
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Figura 17. Arbol filogenético construido a partir de la region 5.8S del DNA, las
secuencias fueron alineadas en el programa de CLUSTAL X y analizadas con el algoritmo
Neighbor-Joining, posteriormente los arboles se construyeron con el programa Treeview.
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6.1.5. Creacion del banco de germoplasma vivo de rizosfera de tomate

La metodologia empleada para el aislamiento de los microorganismos permitié obtener 758
microorganismos criopreservados y mantenidos a -70 °C, los cuales conforman el banco de
germoplasma denominado como Coleccion Cientifica CIIDIR-Sinaloa No. 001. Para
realizar las pruebas de viabilidad y los bioensayos in vitro se descongelaron 254 muestras,
las cuales representan el 33.05% del total del banco de germoplasma. Del total de las
muestras utilizadas, 231 muestras resultaron viables, representando el 90.94% vy tan solo 23

muestras fueron no viables (9.05%).

6.1.5.1 Banco de tomate
Se amplific6 el ADN ribosomal de cada uno de los aislados del banco con los
oligonucleétidos F2C y C (Figura 18).

Figura 18. Amplificacion con los oligonucleétidos F2C y C de 8 de los aislados del banco
de microorganismos de rizosfera de tomate, los fragmentos amplificados  fueron de
aproximadamente 1.4 kb.

El producto de PCR obtenido fue purificado, cuantificado y secuenciado. Una vez

obtenidas las secuencias éstas fueron analizadas en la base de datos del NCBI usando el
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programa BLAST-N, el algoritmo Megablast y una plataforma automatizada desarrollada
en nuestro departamento (Bueno et al., 2010, en preparacion). Los resultados obtenidos del

analisis de las secuencias se resumen a continuacion en el Cuadro 8.

De los organismos identificados se obtuvo que el phylum més abundante fue el Firmicutes
con una frecuencia del 97.95%, siendo el género Bacillus el mas abundante dentro de este
phylum representando el 87% de los organismos del banco de tomate identificados y
representado por 15 especies diferentes (Cuadro 5). Los organismos restantes identificados
del banco de tomate presentaron una frecuencia mucho menor y se clasificaron dentro de
los phyla Proteobacteria (1.12%), Actinobacteria (0.56%) y Bacteroidetes (0.37%) (Figura
19).

Porcentaje de microorganismos del banco
Proteobacteria
Bacteroidetes 1.12% Actinobacteria
0.37% 0.56%
Firmicutes
97.95%

Figura 19. Porcentaje de microorganismos que conforman el banco de tomate a nivel

phylum.
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Cuadro 8. Resumen de los resultados del analisis de las secuencias obtenidas de los aislados del banco de tomate.

Bacillus sp. 236
Bacillus megaterium 98
Bacillus subtilis 84
Bacterium Antarctica 33
Bacillus cereus 25
Bacillus pumilus 19
Uncultured bacterium 19
Bacillus flexus 18
Bacillus firmus 14
Bacillus endophyticus 11
Bacillus amyloliquefaciens 2
Bacillus aryabhattai 2
Paenibacillus lautus 2
Paenibacillus sp. 2
Sphingobacterium spiritivorum 2
Stenotrophomonas sp. 2
Uncultured Firmicutes bacterium 2
Acinetobacter sp. 1
Anoxybacillus sp. 1
Arthrobacter sp. 1
Bacillus funiculus 1
Bacillus korlensis 1
Bacillus marisflavi 1
Bacillus oceanisediminis 1
Bacillus sonorensis 1
Bacillus thuringiensis 1
Bacterium WYLW2-4 1
Delftia tsuruhatensis 1
Endophytic bacterium 1
Geobacillus sp. 1
Microbacterium sp. 1
Pseudomonas mendocina 1
Sanguibacter sp. 1
Terribacillus halophilus 1
Uncultured Pseudomonas sp. 1
Virgibacillus sp. 1
Total 590




6.2. RIZOSFERA DE TOLOACHE

6.2.1. Analisis fisico-quimico del suelo

Los resultados de los analisis de suelo realizados a las muestras de rizésfera de toloache y
su comparacion con los de las muestras de tomate se muestran en el cuadro 9, donde
podemos ver que existen algunas diferencias en cuanto a los niveles de pH, potasio, calcio

y magnesio.

Cuadro 9. Analisis fisico-quimico de las muestras de suelo de la rizésfera de tomate y

toloache.
Toloache Tomate

Tipo de andlisis Promedio DE Promedio DE Referencias
pH 6.82 0.39 5.88 0.56 5.1-6.5 (mod. acido), 6.6-7.3 (neutro)
CE (Mmhos/cm) 0.17 0.10 1.41 1.00 <0.2 (no-salino),2.1-4.0 (poco salino) >4.1 salino
% M.O. 1.49 0.27 1.37 0.10 0.6-1.5 (bajo), 1.5-3.5 (medio)
P (mg/kg) 33.86 15.03 56.25 10.00 >11 (alto)
K (Cmol/kg) 2.02 0.24 3.18 0.03 0.6-2.8 (alto), >2.8 (muy alto)
Ca (Cmol/kg) 23.16 8.07 8.56 2.90 2-5 (bajo), 5-10 (mediano), >10 (alto)
Mg (Cmol/kg) 3.12 0.37 1.84 0.90 0.5-1.3 (bajo), 1.3-3 (mediano), >3.0 alto)
%Arena 59.22 19.52 17.44 1.00
%Arcilla 10.20 3.78 37.55 0.90
%Limo 30.58 17.88 44.95 1.20
Textura franco-arenoso franco-limo-arcilloso

6.2.2. Creacion del banco de germoplasma vivo de rizésfera de toloache

Se obtuvo el banco de germoplasma de 480 organismos de rizésfera de Datura stramonium
L. aislados en medio LB y 515 organismos aislados en medio PDA. En total se tienen 995
organismos criopreservados los cuales se mantienen a -70°C (Figura 20). El banco se
construyd en placas en formato de 96 pozos, colocando un aislado en cada pozo. Se
obtuvieron 11 placas con los aislados, cinco placas con aislados en LB y seis placas con
aislados en PDA, se obtuvo por triplicado y se colocaron las placas en ultracongeladores

diferentes, teniendo en total 33 placas.
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Los aislados del banco tuvieron una eficiencia del 95% en la viabilidad teniendo que
48 de los 995 organismos del banco no pudieron ser reanimados.

Figura 20. Banco de germoplasma de los organismos aislados en LB y PDA, de la

rizosfera de Datura stramonium, L.

6.2.2.1. Identificacion molecular de los especimenes vivos del banco de toloache

En cuanto a la identificacion molecular del banco de toloache se extrajo el ADN de cada
uno de los especimenes del banco y se amplificé el ADN ribosomal de cada uno de ellos
mediante los oligonucleétidos F2C y C (Figura 21) y se obtuvo la secuencia los productos
de PCR, los cuales fueron analizados.

Figura 21. ADN ribosomal amplificado con los oligonucleotidos F2C y C de 16 de los
organismos del banco de la rizésfera de toloache.
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Los resultados del analisis molecular de los aislados del banco de rizosfera de toloache se
muestran en el Cuadro 10 a los organismos identificados y el namero de aislados

correspondientes a cada uno en el banco de toloache.

Cuadro 10. Resumen de los resultados del analisis de las secuencias obtenidas de los

aislados del banco de toloache.
Acinetobacter baumannii 3
Acinetobacter calcoaceticus 4
Acinetobacter junii 1
Acinetobacter sp. 15
Arthrobacter sp. 1
Bacillaceae 4
Bacillus anthracis 1
Bacillus aryabhattai 3
Bacillus cereus 35
Bacillus circulans 1
Bacillus endophyticus 4
Bacillus flexus 34
Bacillus lentus 1
Bacillus licheniformis 1
Bacillus megaterium 77
Bacillus niabensis 1
Bacillus oleronius 1
Bacillus pumilus 6
Bacillus simplex 1
Bacillus sp. 472
Bacillus subtilis 24
Bacillus thuringiensis 5
Bacterium 6
Bacterium Antarctica 52
Brevibacillus brevis 2
Burkholderia graminis 4
Burkholderia phenazinium 1
Burkholderia sp. 1
Calymmatobacterium granulomatis 1
Enterobacter sp. 23
Geobacillus toebii 1
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Klebsiella pneumonae
Kluyvera sp.
Lysinibacillus fusiformis

Lysinibacillus sp.

[N T NN BN Y

Massilia sp.
Methylophaga sp.
Paenibacillus illinoisensis
Paenibacillus sp.

Pantoea agglomerans
Pantoea ananatis
Pantoea eucrina

Pantoea sp.
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas sp.
Rummeliibacillus sp.
Sphingobacterium sp.

Stenotrophomonas sp.

PO PN NN R R0 NN DN e

Terribacillus goriensis

Terribacillus saccharophilus

(SN N

Uncultured Bacilli

iy
[y

Uncultured bacterium
Uncultured Firmicutes 2
Uncultured gamma proteobacterium 1
Uncultured Pseudomonadales 1
Vibrio fluvialis 1

Total 884

Se hizo el anélisis de abundancia a nivel phylum de los organismos del banco de toloache

identificados, y se obtuvieron los siguientes resultados (Figura 22).
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Abundancia de microorganismos del banco
de toloache

Actinobacteria acteroidetes
0.11% \/j 0.11%
Protecbacteria

Figura 22. Analisis de abundancia de los aislados del banco de toloache identificados

molecularmente.

De los aislados del banco de toloache que se encuentra criopreservado en ultracongelacion
a -70°C, se enviaron a secuenciar 948 productos de PCR y de estos se pudieron identificar
884 organismos los cuales presentaron homologia a secuencias identificadas a nivel
taxondmico en la base de datos del GenBank, dentro de estos el phylum mas abundante fue
Firmicutes representado por el 89% y dentro de éste el género méas abundante fue Bacillus
con el 75% de los aislados del banco de toloache, y en segundo lugar el phylum
Proteobacteria representado por el 11% de los organismos del banco de toloache y dentro
de éste el género mas abundante es Acinetobacter con 16 organismos del banco de
toloache, y los aislados restantes se encuentran dentro de los phyla Actinobacteria (0.11%)
y Bacteroidete (0.11%).

6.2.3. Obtencion del banco de clonas de 16S ADNr de la rizésfera de Datura
stramonium L.

Para la obtencion del banco de clonas de ADNr de origen procaridtico y eucariético de la
rizosfera de toloache se obtuvo primeramente el ADN gendmico de suelo de la rizésfera de
Datura stramonium L. Se extrajo el ADN de dos alicuotas de suelo que se mantenian a -
70°C. Este ADN se corrié en un gel y se constato su integridad al mostrarse como una

banda de alto peso molecular sin  mostrar ningun barrido (Figura 23).
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Figura 23. Extraccién de ADN genomico del suelo de la rizésfera de Datura stramonium.

A partir del ADN genomico extraido de rizosfera de toloache se logré amplificar el
ADN ribosomal de origen procaridtico y eucariotico mediante la técnica de PCR usando los
pares de oligonucleotidos U1/1 e ITS1/ITS4 respectivamente (Figuras 24 y 25).

Figura 24. Amplificacion del ADN ribosomal de origen procariotico a partir de ADN
extraido de suelo de la rizdsfera de toloache con los oligonucledtidos Ul y 1.

Figura 25. Amplificacion del ADN ribosomal de origen eucariético a partir de ADN
extraido de suelo de la rizdsfera de toloache con los oligonucleétidos ITS1 e ITS4.

Con el producto de la amplificacion se llevé a cabo la clonacion de ADN ribosomal de
origen procaridtico y eucariotico con el vector pPGEM-T Easy. Se obtuvieron 576 clonas de
origen procaridtico y 557 clonas de origen eucaridtico, teniendo en total 1133 clonas las
cuales fueron secuenciadas y abajo se describe el andlisis completo de las mismas
incluyendo el analisis filogenético, diversidad, frecuencia y abundancia de los organismos
identificados.
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6.2.3.1. Analisis de la microbiota del banco de clonas de origen procariota de la

rizésfera de toloache

De la rizésfera de toloache se obtuvieron un total de 576 clonas de origen procariota que
fueron enviadas a secuenciar, de las secuencias obtenidas se eliminaron las secuencias de
mala calidad, las secuencias que contenian un nimero menor a 200 nucleétidos y las
secuencias quimera, a partir de este primer procedimiento de curado se eliminaron 67
secuencias, se eliminaron también 130 secuencias que daban homologia al vector, es decir,
que eran clonas vacias y cinco secuencias que no presentaron homologia alguna con la base
de datos del GenBank, asi como 11 secuencias que daban homologia a la planta
Arabidopsis lyrata, en total se eliminaron 212 secuencias, por lo que quedaron 363
secuencias utilizables para realizar el analisis de diversidad. Las clonas que dieron
homologia a organismos procariotas reportados en el GenBank se clasificaron dentro de 10
phyla diferentes: Proteobacteria, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Cyanobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes, Sphingobacteria, Actinobacteria vy
Acidobacteria. Se identificaron de la misma manera 13 clases, 16 6rdenes, 25 familias, 29

géneros (Cuadro 11).
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Phylum

Clase

Orden

Familia

Género

Especie

No. De clonas

Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Chloroflexi

Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria

Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Sphingobacteria
Sphingobacteria
Chloroflexi
No asignado
No asignado
No asignado
No asignado
No asignado

No asignado

Acidobacteriales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Rubrobacterales
Rubrobacterales
Rubrobacterales

No aplica

No aplica

Bacteroidales

No aplica

Sphingobacteriales

Sphingobacteriales

No aplica
Chroococcales
Nostocales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales

Oscillatoriales

Acidobacteriaceae
Geodermatophilaceae
Geodermatophilaceae
Geodermatophilaceae

Mycobacteriaceae

Mycobacteriaceae

Nocardioidaceae
Nocardioidaceae

Streptomycetaceae

Streptomycetaceae

Streptomycetaceae

No aplica
Patulibacteraceae
Rubrobacteraceae

No aplica

No aplica

No aplica

Bacteroidaceae

No aplica

Flexibacteraceae
Sphingobacteriaceae
No aplica
Synechococcaceae
Nostocaceae
Phormidiaceae
Phormidiaceae
Pseudanabaenaceae

Pseudanabaenaceae

No aplica
Blastococcus
Blastococcus

Geodermatophilus
Mycobacterium
Mycobacterium
Friedmanniella

Kribbella
Streptomyces
Streptomyces
Streptomyces

No aplica
Patulibacter
Conexibacter

No aplica

No aplica

No aplica
Pontibacter

No aplica

No aplica
Pedobacter

No aplica

Cyanobacterium
Nostoc
Arthrospira
Microcoleus
Leptolyngbya

No aplica

Uncultured Acidobacteriaceae
Blastococcus jejuensis
Blastococcus sp.
Geodermatophilus sp.
Mycobacterium sp.
Uncultured Mycobacterium sp.
Friedmanniella sp.
Kribbella sp.
Streptomyces aculeolatus
Streptomyces djakartensis
Streptomyces sp.
Uncultured Acidobacteriales
Uncultured Patulibacter sp.
Uncultured Conexibacter sp.
Uncultured Rubrobacterales
Uncultured Acidobacteria
Uncultured actinobacterium
Pontibacter sp.
Uncultured Bacteroidetes
Uncultured Flexibacteraceae
Uncultured Pedobacter sp.
Uncultured Chloroflexi
Uncultured Cyanobacterium sp.
Nostoc muscorum
Arthrospira sp.
Microcoleus vaginatus
Leptolyngbya sp.

Pseudanabaenaceae cyanobacterium
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Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Planctomycetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria

Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Clostridia
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes
Planctomycetacia
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria

No aplica

Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Thermoanaerobacteriales
Gemmatimonadales
Gemmatimonadales
Gemmatimonadales
No aplica
Planctomycetales
Rhodobacterales
Rhodospirillales
Sphingomonadales
No aplica
Burkholderiales
No aplica
Myxococcales
Myxococcales
Myxococcales
Myxococcales
No aplica
Pseudomonadales

No aplica

Bacillaceae
Bacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
Paenibacillaceae
No aplica
Thermoanaerobacteriaceae
Gemmatimonadaceae
Gemmatimonadaceae
No aplica
No aplica
No aplica
Rhodobacteraceae
Acetobacteraceae
Sphingomonadaceae
No aplica
Burkholderiaceae
No aplica
Cystobacteraceae
Cystobacteraceae
Myxococcaceae
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

Bacillus
Virgibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus
Paenibacillus

No aplica
Moorella
No aplica
Gemmatimonas
No aplica
No aplica
No aplica
Paracoccus
Granulibacter
Sphingomonas
No aplica
Ralstonia
No aplica
Archangium
Anaeromyxobacter
Myxococcus
No aplica
Entotheonella
No aplica

No aplica

Bacillus sp.
Virgibacillus dokdonensis
Paenibacillus chondroitinus
Paenibacillus harenae
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus sp.
Paenibacillus telluris
Paenibacillus validus
Uncultured Paenibacillus sp.
Uncultured Bacillales
Uncultured Moorella sp.
Uncultured Gemmatimonadaceae
Uncultured Gemmatimonas sp.
Uncultured Gemmatimonadales
Uncultured Gemmatimonadetes
Uncultured planctomycete
Uncultured Paracoccus sp.
Granulibacter bethesdensis
Uncultured Sphingomonas sp.
Alpha proteobacterium
Ralstonia solanacearum
Uncultured delta proteobacterium
Archangium gephyra
Uncultured Anaeromyxobacter sp.
Myxococcus fulvus
Uncultured Myxococcales
Uncultured Entotheonella sp.
Uncultured Pseudomonadales

Uncultured proteobacterium
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Sphingobacteria
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

No asignado
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

Sphingobacteriales
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

Flexibacteraceae
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

Dyadobacter
No aplica
No aplica
No aplica

No aplica

Dyadobacter fermentans
Bacterium
Uncultured bacterium
Uncultured soil bacterium

Uncultured organism

200

11

Cuadro 11. Clasificacion taxonémica de los organismos identificados del banco de clonas procariotas de la rizésfera de toloache.
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Se realiz6 un analisis de la abundancia a nivel phyla de los organismos que pudieron ser
identificados a nivel phyla del banco de clonas de origen procariota, teniendo que 220
secuencias dieron homologia a organismos que no pudieron ser identificados a nivel phyla:
bacteria (1), bacteria no cultivable (200), bacteria del suelo no cultivable (8), organismo no
cultivable (11), por lo que para este analisis se utilizaron Unicamente 143 secuencias

identificables a nivel phyla.

Abundancia de los phyla de origen procariotico

Bacteroidetes, Sphingobacteria
3% 1%

Chioroflexi
4%

Acidobacteria
Planctomycetes
3%

Cy‘

Figura 26. Analisis de abundancia a nivel phyla del banco de clonas de origen procariota.

En el andlisis de abundancia a nivel phyla del banco de clonas de origen procariotico
(Figura 26), se obtuvo que el phylum mas abundante fue Actinobacteria con el 27% de las
clonas analizadas, los siguientes 3 phyla mas representativos fueron Proteobacteria (20%),
Gemmatimonadetes (18%) y Firmicutes (15%); los phyla tambien presentes en el banco de
clonas de origen procaridtico pero en menos cantidad son los phyla Cyanobacteria (8%),
Chloroflexi (4%), Planctomycetes (3%), Bacteroidetes (3%), Sphingobacteria (1%) y
Acidobacteria (1%).

Se hizo6 un andlisis de frecuencia a nivel género de los organismos procariotas identificados

del banco de clonas, para determinar cuales géneros son los mas representativos del banco

de clonas procariotas (Figura 27).
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Figura 27. Analisis de frecuencia a nivel género de los organismos identificados del banco

de clonas procariotas.

Del analisis de frecuencia a nivel género de las clonas procariotas, se obtuvé que el género
mas representativo del banco de clonas fue el género Paenibacillus (12 clonas), otro género
tambien presente en mayor frecuencia en el banco de clonas procariota es el género
Mycobacterium (siete clonas), los otros 27 géneros dentro del banco de clonas procariotas

se encuentran en frecuencias similares entre si.
Con las secuencias ya filtradas y eliminadas las que no daban homologia a organismos

procariotas en el GenBank, se realiz6 un analisis de rarefaccion de una sola muestra para
determinar la eficiencia del muestreo para el banco de clonas procariotas (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis de rarefaccion de OTUs para la muestra de secuencias procariotas
realizado para secuencias unicas y a tres diferentes niveles de distancia evolutiva 0.03, 0.06
y 0.1.

Se realizo un analisis de rarefaccion para las muestras de secuencias del banco de clonas
procariotas para determinar la eficiencia del muestreo, la curva de rarefaccion se hizo para
OTUs de secuencias Unicas y para secuencias con distancia evolutivas de 0.03, 0.06 y 0.1,
que corresponden a similitud entre las secuencias analizadas del 97%, 94% y 90%
respectivamente. Las curvas a diferentes niveles de similitud no llegan a la fase de plateau,
lo que indica que la muestra no es completamente representativa de toda la diversidad del
sitio muestreado, sin embargo podemos ver que para secuencias Unicas la curva es casi
lineal, lo que indica una buena toma de muestras, ya que se tiene un nimero alto de OTUs,
es decir, que la mayoria de las secuencias tomadas corresponden a un fragmento diferente
de producto de PCR y que no se tomO un numero alto de copias iguales al tomar las

muestras de clonas.

63



6.2.2.2. Analisis de la microbiota del banco de clonas de origen eucariota de la

rizosfera de toloache.

De la rizésfera de toloache se obtuvieron un total de 557 clonas de origen eucariota que
fueron enviadas a secuenciar, de las secuencias obtenidas se eliminaron las secuencias de
mala calidad, las secuencias que contenian un ndmero menor a 200 nucledtidos y
secuencias quimera, a partir de este primer procedimiento de curado se eliminaron 24
secuencias, se eliminaron también 135 secuencias que daban homologia al vector, es decir,
que eran clonas vacias y 80 secuencias que daban homologia a secuencias que no
correspondian a regiones del ADNr, en total se eliminaron 239 secuencias, por lo que
quedaron 318 secuencias que fueron utilizadas para realizar el andlisis de diversidad. Las
clonas que dieron homologia a organismos eucariotas reportados en el GenBank se
clasificaron dentro de ocho phyla diferentes: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota,
Nematoda, Ciliofora, Streptophyta y Protozoa. Se identificaron de la misma manera 11

clases, 20 ordenes, 23 familias, 38 géneros (Cuadro 12).
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Phylum Clase Orden Familia Género Especie No. De clonas
Nematoda Secernentea Rhabditida Cephalobidae Acrobeles Acrobeles complexus 2
Nematoda Secernentea Rhabditida Cephalobidae Acrobeles Acrobeles sp. 1
Nematoda Secernentea Rhabditida Cephalobidae Heterocephalobellus Heterocephalobellus sp. 2
Nematoda Secernentea Tylenchida Hoplolaimidae Pratylenchus Pratylenchus goodeyi 5

Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium Cladosporium sphaerospermum 4
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium Uncultured Cladosporium 1
Ascomycota Dothideomycetes No aplica No aplica No aplica Dothideomycetes sp. 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Lophiostomataceae Lophiostoma Lophiostoma cynaroidis 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Lophiostomataceae Lophiostoma Lophiostoma sp. 2
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Montagnulaceae Paraconiothyrium Paraconiothyrium hawaiiense 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales No aplica No aplica Uncultured Pleosporales 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales No asignado Didymella Didymella bryoniae 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales No asignado Phoma Phoma sp. 4
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales No asignado Pyrenochaeta Pyrenochaeta sp. 4
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales No asignado Stagonosporopsis* Stagonosporopsis cucurbitacearum* 1
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Testudinaceae Lepidosphaeria Lepidosphaeria nicotiae 1
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus dimorphicus 1
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus tamarii 3
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus variecolor 6
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Uncultured Aspergillus 5
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Emericella Emericella undulata 1
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Emericella** Emericella variecolor* 1
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Neosartorya** Neosartorya glabra* 1
Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales Ajellomycetaceae Spiromastix Spiromastix warcupii 1
Ascomycota No aplica No aplica No aplica No aplica Ascomycete sp. (Ascomicota) 1
Ascomycota No aplica No aplica No aplica No aplica Ascomycota sp. 7
Ascomycota No aplica No aplica No aplica No aplica Uncultured ascomycete 3
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Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Basidiomycota

No aplica
No aplica
No aplica
No asignado
No asignado
No asignado
Pezizomycetes
Pezizomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes

Microbotryomycetes

No aplica
No aplica
No aplica
No asignado
No asignado
No asignado
No aplica
Pezizales
Hypocreales
Hypocreales
Hypocreales
Hypocreales
Hypocreales
Hypocreales
Hypocreales
Sordariales
Sordariales
Sordariales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Agaricales
Geastrales
Thelephorales
Sporidiobolales

No aplica
No aplica
No aplica
No asignado
No asignado
No asignado
No aplica
Pezizaceae
Nectriaceae
Nectriaceae
Nectriaceae
Nectriaceae
Nectriaceae
Nectriaceae
No aplica
Chaetomiaceae
Chaetomiaceae
No aplica
Agaricaceae
Agaricaceae
Agaricaceae
Pluteaceae
Pluteaceae
Psathyrellaceae
Psathyrellaceae
Geastraceae
Thelephoraceae

No asignado

No aplica
No aplica
No aplica
Ochroconis
Pseudorobillarda***
Xenobotrytis
No aplica
No aplica
Calonectria
Fusarium
Fusarium
Fusarium
Nectria
Nectria
No aplica
Chaetomium
Humicola
No aplica
Agaricus
Leucoagaricus
Tulostoma
Chamaeota
Chamaeota
Coprinellus
Psathyrella
Geastrum
No aplica

Rhodosporidium

Uncultured Ascomycota
Uncultured Pezizomycotina
Uncultured stichotrichid
Ochroconis calidifluminalis
Pseudorobillarda sojae*
Xenobotrytis acaducospora
Pezizomycetes sp.
Uncultured Pezizaceae
Calonectria hawksworthii
Fusarium chlamydosporum
Fusarium lunatum
Fusarium sp.
Nectria mauritiicola
Uncultured Nectria
Uncultured Hypocreales
Chaetomium globosum
Humicola sp.
Uncultured Sordariales
Agaricus xanthodermus
Leucoagaricus littoralis
Tulostoma melanocyclum
Chamaeota sinica
Chlorophylum molybdites
Coprinellus bisporus
Psathyrella candolleana
Geastrum coronatum
Uncultured Thelephoraceae

Rhodosporidium sp.

N NN O NN N NN DN PR RN
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Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
Zygomycota
Zygomycota
Zygomycota
No aplica
Ciliophora
Protozoa
Streptophyta
Streptophyta

Microbotryomycetes
No aplica
No aplica
Tremellomycetes
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No asignado
No asignado
No asignado
No aplica
Ciliatea
Lobosa
Bryopsida
Bryopsida

Sporidiobolales
No aplica
No aplica

Tremellales
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica

Basidiobolales

Entomophthorales
Mortierellales
No aplica

Hypotrichida

Amoebida
Bryales
Bryales

No asignado
No aplica
No aplica

Tremellaceae
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica

Basidiobolaceae
Ancylistaceae
Mortierellaceae
No aplica
Oxytrichidae
Vahlkampfidae
Bryaceae
Bryaceae

Rhodotorula
No aplica
No aplica

Cryptococcus
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica

Basidiobolus

Conidiobolus

Mortierella
No aplica
No aplica

Vahlkampfia

Imbribryum

Imbribryum

Rhodotorula glutinis
Uncultured basidiomycete
Uncultured soil basidiomycete
Cryptococcus sp.
Fungal endophyte sp.
Fungal sp.
Uncultured fungus
Uncultured soil fungus
Basidiobolus meristosporus
Conidiobolus coronatus
Mortierella wolfii
Uncultured eukaryote
Oxytrichidae
Vahlkampfia sp.
Imbribryum alpinum
Imbribryum blandum

L N = T = T < - N

Cuadro 12. Clasificacion taxonomica de los organismos identificados del banco de clonas de eucariota de la rizosfera de toloache.

67




Se realiz6 un anélisis de la abundancia a nivel phyla de los organismos que pudieron ser
identificados a nivel phyla del banco de clonas de origen eucariota, teniendo que 98
secuencias dieron homologia a organismos que no pudieron ser identificados a nivel
phyla: hongo eneolitico (7), hongo (5), hongo no cultivable (19), hongo del suelo no
cultivable (66) y eucariota no cultivable (1), por lo que para este analisis se utilizaron

Gnicamente 219 secuencias identificables a nivel phyla.

Abundancia de phyla de origen eucariota

Nematoda

Ciliophora Streptophyta
5%

10/0 1%

Protozoa
Zygomycota 1%
6%

Figura 29. Andlisis de abundancia a nivel phyla del banco de clonas de origen

eucariota.

En el analisis de abundancia a nivel phyla del banco de clonas de origen procariotico
(Figura 29), se obtuvo que el phylum mas abundante fue Ascomycota con el 72% de las
clonas analizadas, el segundo phylum mas representativo fue Basidiomycota con el 14%
de las clonas analizadas, y los phyla que siguen en abundancia son los siguientes:
Zygomycota (6%), Nematoda (5%), Ciliophora (1%), Streptophyta (1%) y Protozoa
(1%).

Se hiz6 un analisis de frecuencia a nivel género de los organismos eucariotas
identificados del banco de clonas, para determinar cuales géneros son los mas

representativos del banco de clonas eucariotas (Figura 30).
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Figura 30. Andlisis de frecuencia a nivel género de los organismos identificados del

banco de clonas procariotas.

Del anélisis de frecuencia a nivel género de las clonas procariotas, se obtuvd que el
género mas representativo del banco de clonas fue el género Nectria (clasificado dentro
del phylum Ascomycota) con 59 clonas del total de clonas analizadas (27%),
representando una abundancia muy elevada con respectos a los demas géneros
identificados dentro del banco de clonas eucariotas. Otros géneros tambien presentes en
mayor abundancia fueron: Aspergillus (15 clonas), Fusarium (14 clonas), Humicola (11
clonas), géneros clasificados dentro del mismo phylum Ascomycota. Otro genero
abundante fue Conidiobolus del phylum Zygomycota con ocho clonas. Ademas se
identificaron los géneros Calonectria, Cladosporium, Pratylenchus y Rhodosporidium
con cinco clonas; Mortierella, Phoma y Pyrenochaeta con cuatro clonas; Chamaeota,
Emericella, Lophiostoma y Oxytrichidae con tres clonas; Acrobeles, Basidiobulus,
Chaetomium, Coprinellus, Heterocephalobellus, Imbribryum, Psathyrella,
Pseudorobillarda y Xenobotrytis con dos clonas y los géneros representados con una
sola clona son: Acrobeles, Agaricus, Cryptococcus, Didymella, Geastrum,
Lepidosphaeria,  Leucoagaricus, Neosartorya, Ochroconis, Paraconiothyrium,

Rhodotorula, Stagonosporopsis, Tulostoma y Vahlkampfia.
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Con las secuencias ya filtradas y eliminadas las que no daban homologia a organismos
eucariotas en el GenBank, se realizd un andlisis de rarefaccion de una sola muestra para

determinar la eficiencia del muestreo para el banco de clonas eucariotas (Figura 31).
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Figura 31. Andlisis de rarefaccion de OTUs para la muestra de secuencias eucariotas
realizado para secuencias Unicas y a tres diferentes niveles de distancia evolutiva 0.03,
0.06 y 0.1.

Se realiz6 un analisis de rarefaccidn para las muestras de secuencias del banco de clonas
eucariotas para determinar la eficiencia del muestreo, la curva de rarefaccion se hizo
para OTUs de secuencias Unicas y para secuencias con distancia evolutivas de 0.03,
0.06 y 0.1, que corresponden a similitud entre las secuencias analizadas del 97%, 94% y
90% respectivamente. Las curvas a diferentes niveles de similitud no llegan a la fase de
plateau completamente sin embargo para los niveles de distancia evolutiva de 0.03, 0.06
y 0.1, las curvas casi se vuelven paralelas al eje de las x, lo que indica un buen esfuerzo
de muestreo, por otra parte la curva de secuencias Unicas se encuentra muy elevada
indicando con un alto numero de secuencias muestreadas una buena toma de las

muestras de colonias transformadas.
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6.3. Analisis comparativo de la diversidad de la rizésfera de toloache y

tomate.

De los datos obtenidos de la diversidad procariota y eucariota de organismos cultivables
identificados de la rizésfera de toloache y de tomate se hizo un analisis comparativo a

nivel phyla (Figuras 32 y 33).
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Figura 32. Andlisis comparativo a nivel phyla de los organismos procariotas

identificados de la rizésfera de toloache y tomate.

La Figura 32 muestra el analisis comparativo a nivel phyla del banco de clonas
procariotas de la rizésfera de tomate y toloache, en el cual, se analizaron 143 secuencias
para toloache y 122 para tomate. De éste andlisis se obtuvo que el phylum mas
abundante para la muestra de rizésfera de toloache fue Actinobacteria con el 27%,
mientras que para la muestra de rizosfera de tomate fue Firmicutes con el 45%. Los tres
phyla que le siguen en abundancia para el banco de clonas de toloache son
Proteobacteria (20%), Gemmatimonadetes (18%) y Firmicutes (15%); para el banco de
clonas de tomate los phyla de mayor abundancia son tambien los phyla Proteobacteria
(15%) y Gemmatimonadetes (13%), sin embargo, se encuentran representados en menor
proporcidn que en el banco de clonas de toloache. Otro phylum que difiere entre las dos
rizosferas es el phylum Acidobacteria, el cual es el cuarto mas abundante para la
muestra de tomate con el 11%, mientras que para toloache es el menos abundante con

tan solo el 1%.
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Figura 33. Anélisis comparativo a nivel phyla de los organismos identificados de la

rizosfera de toloache y tomate.

La Figura 33 muestra el analisis comparativo a nivel phyla del banco de clonas
eucariotas de la rizésfera de tomate y toloache, en el cual, se analizaron 219 secuencias
para toloache y 309 para tomate. De éste analisis se obtuvo que el phylum eucariota mas
abundante tanto para la rizésfera de toloache como para la de tomate fue Ascomycota
con el 72.3% para la rizésfera de toloache y 59.2% para la rizésfera de tomate, en
ambas rizosferas éste se presento en un nivel muy por arriba de los demas phyla de
eucariotas identificados. Otro phylum abundante en ambas rizdsferas es el phylum
Basidiomycota con el 14.3% para la rizosfera de toloache y el 12.3% para la rizésfera
de tomate. El phylum Chlorophyta se encontré en el banco de clonas eucariotas de la
rizésfera de tomate con un 20%, mientras que dentro del banco de clonas eucariotas de
la rizosfera de toloache no se identificO ningln organismo perteneciente a eéste.
Chytridiomycota fue un phylum identificado solo en la rizsfera de tomate con el 0.6%
(2 clonas). En el phylum Zygomycota se encontraron diferencias entre la abundancia de
las clonas eucariotas de las rizosfera de toloache y tomate, presentandose en un 14% en
la rizosfera de toloache y 3% en la de tomate. Los cuatro phyla también identificados en
ambas rizosferas y los cuales se encontraron en abundancia similar en ambas rizosferas

fueron: Nematoda, Ciliophora, Streptophyta y Protozoa.

Se realiz6 un andlisis de rarefaccion a una distancia evolutiva del 0.03, es decir, una
similitud del 97% entre las secuencias analizadas, para las cuatro muestras: banco de
clonas de procariotas de toloachey de tomate y de clonas de eucariotas de tomate y de

toloache, esto se hizo para comparar la diversidad entre las cuatro muestras (Figura 34).

72



250 ~

200
[72]
=}
[
0 150 -
[
T
2
o 100 -
£
3
=z
50 -
0
1 100 200 300 362
Numero de secuencias
——Proc. toloache —#-Proc. tomate Euc. tomate —<Euc. toloache

Figura 34. Anélisis de rarefaccion para las muestras del banco de clonas procariotas y

eucariotas de tomate y toloache.

La curva de rarefaccion para las cuatro muestran a una distancia evolutiva de 0.03 (97%
de similitud) que la biblioteca de clonas procariotas de toloache y tomate son mas
abundantes que las muestras de clonas eucariotas de toloache y tomate; mientras que la
tendencia de las curvas en la grafica muestran que el banco de clonas procariotas de
toloache es més diversa que la de tomate. La muestra de clonas eucariotas de toloache y
tomate no muestran mucha diferencia entre ellas siendo iguales al final del muestreo en
el nimero méas alto de secuencias lo cual indica que la diversidad de eucariotas entre
ambas rizosferas la de toloache en la zona de reserva ecoldgica de la Uva y la de tomate

en la zona de cultivo son similares en cuanto a diversidad (Figura 34).

Se realizd un andlisis de conjuntos a nivel de género de los organismos procariotas y
eucariotas analizados mediante un diagrama de Venn (Figura 35), en los diagramas de
Venn los circulos verdes representan la rizosfera de toloache y y los circulos rosas la
rizosfera de tomate, el &rea en la que se translapan los circulos representan los géneros

que se se encontraron en ambas rizosferas.
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Figura 35. Diagrama de Venn de géneros del banco de clonas de la rizsfera procariota

(A) y eucariota (B) de toloache (en verde) y tomate (en rosa).

Para el diagrama de Venn realizado a partir de los géneros de organismos procariotas
identificados (Figura 35A), se compararon 29 géneros diferentes identificados en la
rizosfera de toloache en la zona preservada y 20 en la rizésfera de tomate en la zona de
cultivo. De esta comparacion se obtuvo que nueve generos fueron encontrados en ambas
rizosferas, 20 géneros se encontraron Unicamente en la rizésfera de toloache y 11
géneros fueron encontrados Unicamente en la rizdsfera de tomate, los nueve géneros
procariotas que coincidieron en ambas rizésferas fueron: Anaeromyxobacter,
Archangium, Bacillus, Cyanobacterium, Nostoc, Patulibacter, Virgibacillus,

Paenibacillus y Mycobacterium.

De igual forma se hizo este analisis para los géneros eucariotas identificados de ambas
rizosferas (Figura 35B), en este caso se compararon 39 géneros para la rizosfera de
toloache en la zona preservada y 45 géneros para la de tomate en la zona de cultivo. Se
obtuvo que siete géneros eucariotas coincidieron en ambas rizOsferas, 32 géneros se
encontraron Unicamente en la rizosfera de toloache y 38 géneros fueron encontrados
Unicamente en la rizosfera de tomate, los siete géneros eucariotas encontrados en ambas
rizosferas fueron: Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Mortierella, Nectria,
Humicola y Fusarium. En los Cuadros 13 y 14 se encuentran representados mas
detalladamente estos géneros, en el cual se indican con un “1” la presencia del género

en la rizésfera y con un “0” la ausencia del género en la rizosfera.
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Cuadro 13. Relacion de presencia y ausencia de géneros procariotas de la rizosfera de

toloache y tomate. 1 indica presencia del género y 0 indica ausencia del género.

Género Rizésfera de toloache Rizésfera de tomate
Agrobacterium 0 1
Anaeromyxobacter 1 1
Archangium 1 1
Arthrospira 1 0
Bacillus 1 1
Blastococcus 1 0
Brevibacillus 0 1
Candidatus fitoplasma 0 1
Conexibacter 1 0
Cyanobacterium 1 1
Dyadobacter 1 0
Enterococcus 0 1
Entotheonella 1 0
Eubacterium 0 1
Flavobacterium 0 1
Friedmanniella 1 0
Gemmatimonas 1 0
Geodermatophilus 1 0
Granulibacter 1 0
Halobacillus 0 1
Hyalangium 0 1
Kribbella 1 0
Leptolyngbya 1 0
Microcoleus 1 0
Moorella 1 0
Mycobacterium 1 1
Myxococcus 1 0
Nostoc 1 1
Ochrobactrum 0 1
Oscillatoria 0 1
Paenibacillus 1 1
Paracoccus 1 0
Patulibacter 1 1
Pedobacter 1 0
Pontibacter 1 0
Ralstonia 1 0
Sphingomonas 1 0
Sphingosinicella 0 1
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Streptomyces

Virgibacillus

Cuadro 14. Relacion de presencia y ausencia de géneros eucariotas de la rizosfera de

toloache y tomate. 1 indica presencia del género y 0 indica ausencia del género.

Género Rizésfera de toloache Rizésfera de tomate
Absidia 0 1
Acremonium 0 1
Acrobeles 1 0
Acrobeloides 0 1
Agaricus 1 0
Alternaria 0 1
Aporospora 0 1
Aspergillus 1 1
Atriplex 0 1
Basidiobolus 1 0
Calonectria 1 0
Cephalosporium 0 1
Chaetomium 1 1
Chamaeota 1 0
Cheilymenia 0 1
Chlorosarcinopsis 0 1
Chrysosporium 0 1
Cladosporium 1 1
Cochliobolus 0 1
Conidiobolus 1 0
Conocybe 0 1
Coprinellus 1 0
Cortinarius 0 1
Corynascus 0 1
Cryptococcus 1 0
Cyrtohymena 0 1
Didymella 1 0
Dunaliella 0 1
Echinochloa 0 1
Emmonsia 0 1
Eurotium 0 1
Fusarium 1 1
Geastrum 1 0
Glomus 0 1
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Gymnopus 0 1
Halteria 0 1
Heterocephalobellus 1 0
Hohenbuehelia 0 1
Humicola 1 1
Imbribryum 1 0
Lepidosphaeria 1 0
Leptosphaeria 1 0
Leucoagaricus 0 1
Leucosporidium 0 1
Lophiostoma 1 0
Mortierella 1 1
Nectria 1 1
Neosartorya 1 0
Ochroconis 1 0
Oedogonium 0 1
Olpidium 0 1
Oxytricha 0 1
Oxytrichidae 1 0
Paecilomyces 0 1
Panaeolus 0 1
Paracoccidioides 0 1
Paraconiothyrium 1 0
Paramecium 0 1
Phoma 1 0
Pratylenchus 1 0
Psathyrella 1 0
Pseudochlorella 1 0
Pseudorobillarda 1 0
Pyrenochaeta 1 0
Rhizophlyctis 0 1
Rhizopus 0 1
Rhodosporidium 1 0
Rhodotorula 1 0
Scenedesmus 0 1
Spiromastix 1 0
Stagonosporopsis 1 0
Tulostoma 1 0
Vahlkampfia 1 0
Xenobotrytis 1 0
Zeldia 0 1
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Se realizd la estimacion del indice de Shannon para determinar y comparar la diversidad
entre ambas rizosferas tanto para el banco de clonas de origen procariota como
eucariota. El analisis se realizo a tres niveles de distancia evolutiva entre las secuencias

a 3%, 6% y 10%, los resultados de este analisis se muestra en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Estimacion del indice de Shannon para las cuatro muestras a niveles de

distancia evolutiva de 3%, 6% y 10%.

indice de Shannon
3% 6% 10%
toloache procariota 5.09 4.69 4.06
tomate procariota 4.69 4.54 4.35
toloache eucariota 3.83 3.74 3.68
tomate eucariota 3.80 3.68 3.64

Como se muestran en el Cuadro 15, el grupo de secuencias analizadas que obtuvo un
valor del indice de Shannon mas alto fue el de la rizésfera de toloache de clonas de
origen procariota en los tres niveles de distancia evolutiva. Los indices son mas altos en
dos (3 y 6%) de los tres niveles de distancia evolutiva en la muestra procariota de
toloache con relacién a la de tomate, sugiriendo mayor diversidad en la rizosfera
procariota de toloache. En relacion a las clonas de origen eucariota, la segunda
rizosfera mas diversa fue la rizosfera de tomate. Los menos diversos fueron los bancos
de clonas de origen eucariota de ambas rizésferas, siendo muy similares entre si ambas

rizosferas.

6.4. Incorporacion de los datos de la rizosfera de tomate y toloache en

la base de datos

Se cuenta en CIIDIR-Sinaloa con una base de datos construida por la Licda. Rosario
Pérez de nuestro equipo de trabajo denominada “Coleccion Cientifica de
Microorganismos del Laboratorio de Ecologia Molecular de la Rizdsfera” para el
manejo de los datos de la microbiota de la rizosfera de toloache y los ya generados

anteriormente de la rizésfera de tomate. Esta base de datos contiene las clonas de origen

78



procariota y eucariota de la rizosfera de tomate y los del banco de microorganismos
preservados de tomate y toloache. Se llenaron en primer lugar los catalogos con los
datos que se tienen de las clonas de la rizosfera de tomate incluyendo: nombre de la
coleccion; institucion a la que pertenece la coleccién; informacion geografica, region
donde se colectaron las muestras; personas colectoras y determinadoras, tipo de

vegetacion, tipo de rizosfera e informacion taxonémica (Figura 36).
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Figura 36. Llenado de los catélogos de la base de datos con la informacion de las

clonas de ADN ribosomal de la rizésfera de tomate.

Posteriormente se llevo a cabo la captura de cada uno de los ejemplares, se ligd con la
informacién de los catédlogos y se incluyeron las secuencias de cada una de las clonas y
de los éarboles filogenéticos obtenidos del analisis de las clonas (Figura 37). Se
incorporaron 760 ejemplares que corresponden a las clonas de ADN ribosomal de la
rizosfera de tomate y 592 que corresponden a los organismos criopreservados del banco

de rizésfera de tomate, teniendo en total 1352 ejemplares capturados en la base de datos.

La informacion que ya se ha incorporado a la base de datos se hara disponible a través
del portal de la CONABIO. La incorporacion y revision de estos datos se ha realizado
con la asistencia de los becarios del proyecto CONABIO dentro de nuestro equipo de

trabajo.
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Figura 37. Captura de los ejemplares de las clonas de ADN ribosomal de la rizosfera de

tomate en la base de datos.
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7. DISCUSION

7.1. Las colecciones cientificas CIIDIR-001 y CIIDIR-004 son una herramienta

adecuada para la conservacion de microorganismos del suelo a largo plazo.

El presente trabajo representa la obtencion de bancos de germoplasma de
microorganismos aislados nativos del valle de Guasave, Sinaloa, formado en nuestro
grupo de trabajo en el CIIDIR-IPN, Unidad Sinaloa. El primero fue obtenido por
Martinez-Alvarez  (2003) y constaba de 234 muestras de hongos micorrizicos
arbusculares (HMAS) que se tomaron a partir de un total de 75 muestras de suelos con
distinto uso. Sin embargo, este banco no fue criopreservado y constaba de ejemplares
vivos, los cuales fueron mantenidos en condiciones de refrigeracion por lo que tuvieron

un tiempo de vida corto.

Debido a lo anterior, uno de los objetivos del presente estudio consistié en la creacidn
de un banco de germoplasma de microorganismos criopreservados para su conservacion
a largo plazo. El banco CIIDIR-001 fue elaborado al inicio del 2006 y consta de
especimenes tanto de eucariotes como de procariotes provenientes de muestras de
rizosfera de tomate (Cordero-Ramirez, 2008). En total, el banco estd formado por 758
muestras, de las cuales se descongelaron a lo largo del trabajo un total de 254 (33.50%),
y de éstas s6lo 23 aislados (9.05%) no fueron viables. Este porcentaje es aceptable
comparado a otros bancos similares reportados. Por ejemplo de un banco que estaba
conformado por especimenes de importancia clinica (Pasarell et al., 1992) se obtuvo de
un total de 1447 muestras el 2.29% de organismos inviables. Aunque nuestro porcentaje
de organismos no viables es mayor a este reporte, otros trabajos muestran niveles de
inviabilidad del 7% (McGinnis et al., 1974). Desafortunadamente, nuestros bancos han
sufrido problemas con desperfectos en uno de los ultracongeladores donde hemos
sufrido problemas de descongelacién de una de sus copias y el porcentaje de su

viabilidad ha bajado ligeramente (90%).

La metodologia empleada en este trabajo permitio la obtencion del banco de
microorganismos de la rizésfera de toloache (CIIDIR-004) y del banco de clonas que
permite un analisis mas completo de la diversidad de la microbiota presente en la

rizésfera de esta solandcea, el mantenimiento del banco de microorganismos a -70°C
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con glicerol al 15%, permitird mantener esta coleccién por un largo periodo de tiempo
calculado en décadas (Diaz et al., 1995). Esta es una herramienta muy Gtil que nos
permitira la conservacion de la microbiota nativa de suelos de la region asociada a
solanéceas, la cual pudiera ser util en futuros estudios. Las bacterias de la rizdsfera
pueden ser una fuente para el aislamiento de bacterias endofiticas con potencial de uso
en aplicaciones biotecnoldgicas, teniendo muchas de estas bacterias el potencial de
sintetizar compuestos quimicos de importancia industrial, farmacéutica y en la
agricultura seleccionando potenciales agentes de biocontrol de enfermedades de plantas

de importancia econémica (Marquez-Santacruz et al., 2010).

En este trabajo para la rizosfera de Toloache se siguié la metodologia descrita por
Cordero-Ramirez (2008), tanto para la creacion del banco de microorganismos, como
para la creacion del banco de clonas de toloache Ldpez-Rivera (2011), por lo que esto
permitid que el presente trabajo sea comparable con el realizado por Cordero-Ramirez,
el cual se hizo con muestras de suelo de la rizésfera de una solanacea (tomate variedad
Gabriela) en una zona de cultivo. Debido al manejo que se realiza en el suelo de esta
zona, el suelo empleado ha sido perturbado y nosotros hipotetizamos que la diversidad
de microorganismos ha sido afectada (Van Elsas et al., 2002), por lo que la
comparacion de nuestro estudio, de la rizosfera de una solandcea de suelos conservados
(toloache), con la de suelos perturbados (tomate) permitira mostrar la diferencia en
cuanto a la diversidad de microorganismos entre estas dos solanaceas en ambas zonas
de conservacion contrastante. Las muestras de rizosfera de toloache fueron tomadas en
la misma etapa de desarrollo (fructificacion/inicio de senescencia) en la que se tomaron
las muestras de la rizosfera de tomate, el cual, es un determinante de la diversidad de
microorganismos que se asocian a las plantas, debido a que el tipo y cantidad de
exudados producidos por las plantas y los cuales permiten la asociacion de los
diferentes microorganismos del suelo con la raiz, estad altamente determinada por la
etapa fenoldgica de las plantas (revisado en Oliveros-Bastidas et al., 2009). Nuestro
estudio también permitird discernir cuales de los microorganismos identificados se
encuentran presentes en ambas zonas, asi como cuales son las especies dominantes
similares  en ambas rizosferas, las cuales podrian jugar un papel importante en el

ecosistema de la  rizésfera  de las  solanaceas (Odum, 2001).
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La metodologia estandarizada en el presente estudio es Util para conservar las muestras
por afios y convenientemente sin necesidad de resiembras lo cual resulta muy
econdémico. Aunado a ésto, la metodologia empleada pudiera ser utilizada para
conservar muestras de otra naturaleza ya sean clinicas, médicas, agricolas o industriales,
pues no existe una correlacién entre la falta de viabilidad y el género, especie 0 uso

potencial del aislado.

7.2. TOMATE

7.2.1. ldentificacion de las especies en la biblioteca de ADN ribosomal de origen

procariotico de la rizésfera de tomate.

El grupo més abundante dentro de la biblioteca de ADN ribosomal de origen
procariotico fue el phylum Firmicutes, representando el 43% de todos los organismos
secuenciados y analizados. La diversidad mostrada por este grupo fue también la mas
grande entre los phyla de origen procaridtico ya que esté representada por 25 diferentes
especies, siendo los géneros Bacillus y Paenibacillus los més abundantes de este grupo
en cuanto a diversidad se refiere. La identificacion molecular a partir del ADN
gendmico extraido de los organismos purificados en el banco de germoplasma tanto de
muestras seleccionadas al azar, como de las muestras que mostraron efecto antagonista
a Forl sugiere que en la rizosfera de Lycopersicon esculentum muestreada, el género
més abundante es Bacillus. Estos resultados difieren con los reportados por Kim et al.
(2006) quienes reportan que en un analisis de rizosfera y raices de tomate en Corea del
Sur, el phylum méas abundante fue Proteobacteria, cabe sefialar que el namero de clonas
gue ellos analizaron fue menor (68 clonas) que el analizado en este trabajo (445

clonas).

Diversos miembros del género Bacillus han sido reportados como antagonistas de
fitopatdgenos importantes (Nagdrska et al., 2007). Las especies identificadas en este
estudio sugieren que pudieran tener gran aplicacién en Sinaloa, pues ha sido probada su
eficacia en el control de enfermedades de cultivos importantes para nuestro Estado
como lo son el maiz, el tomate, el garbanzo y la papa, solo por mencionar algunos. Los
diferentes miembros de éste género pueden promover el crecimiento vegetal (Preston et

al., 2004) o actuar como fitoprotectores (Nagoérska et al., 2007).
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En este trabajo, 117 de 268 organismos identificados por homologia en el Genbank
pertenecen al phylum Firmicutes. Este phylum estuvo altamente representado tanto en el
banco de germoplasma como en la biblioteca procaridtica. Dentro del phylum
Firmicutes se considera la clase Mollicutes en donde se localizan algunos organismos
gue causan enfermedades en plantas, como son los fitoplasmas (Lee et al., 2000). Se
registro la presencia dentro de este phylum de una clona perteneciente al fitoplasma
denominado: fitoplasma del brote de la cafia de azlcar (por su nombre en inglés
sugarcane grassy shoot phytoplasm). Estos fitopatdgenos han cobrado una gran
relevancia en nuestro Estado ya que en los ultimos afios se han detectado en algunos
cultivos horticolas incluyendo al tomate y constituyen un peligro para la produccion de
otra solanacea de importancia regional: la papa (Leyva et al., 2002). Es posible pensar
gue su presencia en la muestra de ADN gendmico obtenido del suelo pudiera estar
asociada a la presencia dentro de nuestra muestra en restos de tejido vegetal infectados

con este fitopatogeno.

El segundo grupo en importancia humerica es el phylum Acidobacteria, que represento
el 17% de las clonas analizadas. Este grupo no mostr6 mucha diversidad de especies
representando el grupo ya que solamente se encontraron dos especies, una acidobacteria
con cuatro clonas y una acidobacteria no cultivable con 42 clonas las cuales juntas
representan cerca del 18% del total de las muestras. Esta es una especie relativamente
nueva y de la cual se sabe que tiene la capacidad de solubilizar ciertos nutrientes y

hacerlos disponibles para las plantas, de ahi su importancia dentro de la rizésfera.

El tercer grupo mas importante en cuanto a abundancia de especies (16 clonas)
encontradas, fue el phylum Proteobacteria, dentro del cual destaca el orden
Pseudomonadales, representado por la especie Pseudomonas fluorescens, la cual ya ha
sido reportada con capacidad antagonica contra organismos como Forl (Kamilova et al.,
2006). Otras especies dentro de éste orden se comportan como fitopatdgenos tales como
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas sp., Pseudomonas maltophila y también como
patdgenos de animales tales como P. aeruginosa, Burkholderia cepacia y B.
pseudomallei (Madigan et al., 2006). Las especies del género Pseudomonas son
ecologicamente muy significativas en el suelo y agua como organismos saprétrofos y

probablemente son responsables de la degradacion de muchos compuestos solubles que
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se derivan de la ruptura monomérica de diversos compuestos poliméricos de plantas y

animales en habitats oxigenados (Madigan et al., 2006).

Otro orden importante de este phylum es el de Rhizobiales dentro del cual se encuentra
el género Rhizobium, las bacterias de éste género juegan un papel muy importante
dentro de la rizésfera pues forman asociaciones con las raices de las plantas para la

fijacion de nitrogeno el cual es aprovechado por las plantas (Renegel, 2002).

7.2.2. ldentificacion de las especies de ADN ribosomal en la biblioteca de origen

eucariotico de rizésfera de tomate.

La biblioteca generada para ADN ribosomal de origen eucariotico permitio el andlisis
de 352 clonas con homologia a otros organismos presentes en la base de datos del
Genbank. Entre estos se identificaron tres grupos principales: Ascomycota,

Basidiomycota y Chlorophyta, como se aprecia en el Cuadro 12.

El phylum Ascomycota ademés de ser el mas abundante representando el 62.1% de las
clonas, también fue el mas diverso con 41 especies encontradas. Dentro de este phylum
se encuentran dos de los géneros mas abundantes encontrados en este estudio,
Alternaria y Emmonsia con 87 y 31 clonas, respectivamente, los cuales se reportan en el

Anexo 2.

Las enfermedades causadas por Alternaria se encuentran entre las mas comunes de un
gran numero de plantas dentro de las que se incluyen el tomate. Afectan principalmente
la parte aérea de las plantas incluyendo hojas, tallos, flores y frutos de plantas anuales,
en particular de hortalizas. Dentro de las enfermedades mas comunes ocasionadas por

Alternaria se incluyen al tizon temprano de la papa y del tomate (Agrios, 2006).

Muchas de las especies de Alternaria son principalmente saprofitas, es decir, no pueden
infectar a los tejidos vivos de las plantas y solo se desarrollan sobre tejidos vegetales
muertos 0 en proceso de descomposicion y, a lo més sobre tejidos viejos o senescentes,
como hojas y pétalos viejos y frutos maduros. Por lo que en muchas ocasiones surge la

dificultad para decidir si un hongo del género Alternaria es la causa de la enfermedad o
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un contaminante secundario (Agrios, 2006). Por lo anterior, la abundancia de
organismos del género Alternaria pudo deberse a que el lote del cultivo, al momento de
realizar el muestreo, estaba ya en etapa fisiologica de senescencia. Otro factor que pudo
haber influido en la diversidad de las especies de Alternaria es que el campo
muestreado habia sido utilizado para la siembra de tomate de manera consecutiva por
varios ciclos, por lo que no se descarta que estas especies detectadas en la rizdsfera sean

producto de una seleccion innata al monocultivo.

Otro género importante encontrado dentro de este phylum fue el de Emmonsia. Este
género esta representado por dos especies E. crescens y E. parva. Estos hongos son los
agentes causales de adiaspiromicosis, principal enfermedad respiratoria en ratones y en

ocasiones en humanos (Peterson et al., 1998).

Dentro de este phylum se encuentran también miembros del género Cladosporium el
cual estd representado por dos especies identificadas como C. cladosporoides y C.
oxysporum con tres y 21 clonas de manera respectiva. Cladosporium es uno de los
hongos imperfectos mas comunes que producen principalmente sintomas foliares y de
otro tipo en una amplia variedad de plantas hospedantes como el tomate. Una de estas
enfermedades es la de la mancha foliar del tomate producida por Cladosporium fulvum
(Agrios, 2006).

El segundo phylum de importancia en cuanto a la abundancia representando el 17.7% de
las clonas, y tercero en cuanto a diversidad fue Chlorophyta, el cual estuvo representado
por 62 clonas y seis especies. Este phylum esta representado por tres especies de algas
pertenecientes al género Scenedesmus: S. naegelii con seis clonas, S. obliquus con una
clona y Scenedesmus sp. con 52 clonas. El alto nUmero de clonas pertenecientes a este
phylum fue una sorpresa pues generalmente las poblaciones de algas son menores que

las de bacterias y hongos (Pelczar, 1982).

La naturaleza fotosintética de los miembros de este género influye para que predominen
en la superficie del suelo, o justamente debajo de la capa superficial, que fue la zona
tomada en el muestreo el cual se realizé6 de 0 a 50 cm de profundidad. En un suelo
pobre, la acumulacién, crecimiento y actividad metabdlica de las algas y bacterias

iniciales facilitan el camino para el desarrollo de otras bacterias y hongos. Las algas
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verde-azules juegan un papel clave en la transformacion de rocas a tierra (Pelczar,
1982). El elevado numero de clonas presentes en la biblioteca pudiera deberse a la
proliferacién de estos organismos en la superficie del suelo, el cual utilizaba un sistema
de riego por goteo, asegurando una alta humedad en el suelo, lo cual, aunado a la alta
irradiacion solar de la region, pudo haber favorecido el crecimiento de estas

poblaciones.

Basidiomycota fue el tercer phylum de importancia en cuanto a la abundancia
representando el 11.4% de las clonas identificadas de la biblioteca y segundo en cuanto
a diversidad con 18 especies distribuidas en 40 clonas. Dentro de este phylum la mas
abundante fue una ectomicorriza, ésta fue identificada como basidiomiceto micorrizico

(Mycorrhizal basidiomycete) con 10 clonas.

Algunas de las clonas pertenecen a géneros que forman parte del grupo de
microorganismos conocidos como ectomicorrizas, las cuales forman asociaciones
simbioticas con arboles de importancia maderable. Entre éstos podemos mencionar a
Conocybe, Panaeolus y Coprinopsis. Su presencia en la rizésfera pudiera estar
relacionada con restos de tejido o estructuras de resistencia de los mismos
microorganismos, aungue no podemos descartar que estas especies puedan interactuar
con tomate. Cuando el Valle de Guasave presentaba vegetacion endémica, estas
especies probablemente estaban asociadas a otras especies de la vegetacién de tipo selva
baja caducifolia que era tipica de nuestra region y quedar como remanentes en el suelo.
De igual modo, su presencia puede ser explicada ya que las estructuras sexuales
(basidiosporas) de los basidiocarpos formados por estas especies se dispersan por el aire
y se depositan en otros sitios, por lo que pudieran haber estado en la zona superficial de

donde se tomaron los suelos.

7.2.3. ldentificacién molecular de los especimenes del banco de germoplasma de

tomate

De los aislados que conforman el banco de microorganismos de la rizésfera de tomate
fueron 590 los identificados molecularmente, de un total de 610 secuencias obtenidas,
de las cuales, 20 secuencias no presentaron homologia con ningin organismo reportado

en la base de datos del NCBI, el phylum mas abundante fue el de los Firmicutes
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(97.9%), y dentro de éste el género méas abundante fue el género Bacillus representando
el 87% de los aislados del banco de tomate. Estos resultados son discutidos en la

seccién 7.3.3 en conjunto con los datos de toloache.

7.3. TOLOACHE

7.3.1. ldentificacion de las especies en la biblioteca de ADN ribosomal de origen

procariotico de la rizésfera de toloache.

El andlisis de abundancia mediante un banco de clonas de ADN ribosomal amplificadas
a partir de ADN gendmico obtenido de la rizosfera de tomate y toloache, permitié un
analisis mas amplio de los microorganismos presentes en la rizosfera de toloache y

tomate en zonas de condiciones de conservacién contrastantes.

Dentro del banco de clonas de origen procariota de la rizésfera de toloache, se obtuvo
que el phylum méas abundante fue Actinobacteria con 27%, las cuales son bacterias
Gram-positivas, anaerobicas o microaerdfilas, y reportadas como potenciales
degradadores anaerobicos de hidrocarburos de suelo (Hamamura et al., 2006). En
segundo lugar en abundancia fue el phylum Proteobacteria con un 20%, en el cual como
se menciond anteriormente dentro de éste se encuentran especies fijadoras de nitrégeno
(Madigan et al., 2006), lo que lo hace un grupo de procariotas importante en la rizosfera
para el desarrollo de las plantas. Ademas, este phylum se ha encontrado que es el mas
abundante en la superficie del fruto de tomate (Talias et al., 2011). Otro de los phylum
mas abundante de la rizésfera de toloache fue el de Gemmatimonadetes con el 18%,
miembros no cultivables de este phylum se han encontrado en mdltiples habitats
terrestres y acudticos y solo se ha descrito una especie dentro de este phylum:
Gemmatimonas aurantiacus, la cual es una bacteria Gram-negativa, aerébica heterotrofa
(Zhang et al., 2003). Algunas otras cepas han sido reportadas como aisladas pero ain no
se han caracterizado. Su presencia estd ligada a suelos &ridos sugiriendo una adaptacién
de este grupo bacteriano a ambientes de poca humedad, por lo que un ambiente edéafico
como el persistente en Sinaloa explicaria su elevada abundancia, misma que parece no

estar relacionada al manejo del suelo, ya que en diferentes tipos de suelo incluyendo en

88



agricultura convencional, organica, sucesion temprana y media no existen diferencias en

su abundancia (DeBruyn et al., 2011).

Otros phyla con abundancias relevantes fueron Firmicutes con el 15% y Cyanobacteria
con el 8%. La mayoria de las bacterias que conforman el phylum Firmicutes son Gram-
negativas y producen endosporas que las hacen resistentes a muchos ambientes, dentro
de éste los principales géneros representados en nuestra biblioteca de clonas fueron
Bacillus y Paenibacillus, los cuales pueden encontrarse en numerosos habitats y con
nichos ecoldgicos muy diversos y se han reportado por poseer especies antagonistas de
patégenos de plantas (Koberl et al., 2011), lo que representa un papel de importancia
para la defensa de las plantas contra fitopatdgenos. El phylum Cyanobacteria, son
bacterias de importancia relevante ya que son las Unicas bacterias capaces de llevar a
cabo la fotosintesis y ademas son capaces de fijar nitrogeno, lo cual puede ser de
importancia nutricional para las plantas de toloache proporcionando un aporte de
nitrogeno y carbono y también son capaces de sobrevivir a ambientes hostiles (Herrero
y Flores, 2008). Ademas se identificaron otros phyla pero en abundancia menor los
cuales fueron: Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes, Sphingobacteria vy

Acidobacteria.

Los géneros que se presentaron con mayor frecuencia dentro del banco de clonas de
procariotas de la rizosfera de toloache fueron los géneros Paenibacillus, Mycobacterium
y Conexibacter. Por otro lado, estudios realizados por Marquez-Santacruz et al. (2010),
sobre la microbiota de rizésfera de tomatillo, en el que obtuvieron un banco de 122
clonas de rizésfera de tomatillo (Physalis ixocarpa), difiere con nuestros resultados, ya
gue los géneros méas abundantes fueron Pseudomonas con un 26.84% Yy Bacillus con
14.64%.

Una curva de rarefaccion permite simular el esfuerzo del muestreo y determinar si el
namero de secuencias de la muestra analizada es representativa de toda la diversidad del
sitio muestreado. Con la curva de rarefaccion de la muestra de secuencias obtenidas del
banco de clonas procariota de la rizosfera de toloache, se pudo determinar que la
muestra no representa completamente la diversidad del sitio muestreado. Esto podria
deberse a que la diversidad de sitios como el suelo son ambientes muy complejos y

diversos, por ejemplo, se calcula que en un gramo de suelo rizosférico pueden
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encontrarse hasta 1 x 10° microorganismos, y un niimero mayor a las 4,000 especies de
bacterias (Torsvik et al., 1990; 1996). Por lo que se puede ver que en estudios hechos en
ambientes complejos tales como el suelo, ambientes marinos y sedimentos la curva de
rarefaccion no alcanza la fase de “plateau” aun con un nimero de secuencias superior a
las de este trabajo (Sogin et al., 2006, Lasher et al., 2009, Peressutti et al., 2010). Sin
embargo, el alto nimero de OTUs en secuencias Unicas permite mostrar que la toma de
las muestras de clonas fue adecuada, ya que el que estén presentes un alto nimero de
OTUs o filotipos en este nivel donde las secuencias son 100% similares en cuanto a la
composicion de nucleétidos, indica que se tomaron clonas con productos de PCR en su

mayoria distintos y que no fueron copias iguales del mismo producto de PCR.

7.3.2. ldentificacion de las especies de ADN ribosomal en la biblioteca de origen

eucariotico de rizésfera de toloache.

En cuanto al banco de clonas eucariotas se obtuvo que el phylum méas abundante fue
Ascomycota representado con el 72% de las clonas identificadas, el phylum
Ascomycota es un grupo muy numeroso de hongos y su principal caracteristica es que
sus esporas sexuales se forman dentro de estructuras con forma de sacos microscopicos
llamados ascas. Dentro de este phylum se clasifican las levaduras, hongos unicelulares,
heterétrofos y de pared celular rigida. Los miembros del phylum Ascomycota pueden
representar un grupo importante de hongos para la rizésfera de toloache. Estos hongos
juegan un papel muy importante en el ecosistema del suelo participando en el ciclo del
nitrogeno y del carbono, ya que descomponen la materia organica, e incluye ademas
hongos patogenos de plantas y animales. Las levaduras que se encuentran dentro de este
grupo son de importancia industrial por los productos de la fermentacion que llevan a
cabo, participando ademas en los procesos naturales de fermentacion en el suelo
(Rogers, 2011).

El segundo phylum méas abundante fue el Basidiomycota con el 14% de las clonas
analizadas, los Basidiomycota presentan estructuras microscopicas llamadas basidios,
los cuales son células especializadas en forma de mazo o baston que dan origen a cuatro
esporas externas llamadas basidiosporas (Cappello-Garcia, 2006). Este grupo de hongos
es abundante y diverso en la naturaleza e incluye hongos gelatinosos, de plataforma,

setas, royas y carbones, estos dos UGltimos representan patdgenos de plantas (Rogers,
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2011), estos hongos deben representar un grupo importante en el ambiente del suelo de
la rizosfera de las plantas de toloache ya que juegan un papel importante en el ciclo del
carbono mediante la descomposicion de la materia organica, lo que favorece la nutricion
de las plantas, algunos miembros del phylum Basidiomycota forman ectomicorrizas, las
cuales son asociaciones con las raices de las plantas principalmente de especies
arboreas, las cuales facilitan a las plantas la obtencion de nutrientes minerales del suelo
(Smith y Read, 1997).

El tercer phylum en abundancia fue el Zygomycota con el 6% del total, dentro de este
phylum se clasifican hongos que carecen de estructuras complejas de fructificacion
(James y O’Donnell, 2004), la mayoria son saprofitos, pero algunas especies son
patégenos de plantas, animales y otros hongos, participan en el ciclo del carbono al
igual que los phyla anteriores y tienen una gran variedad de interacciones en la
naturaleza (White et al., 2006), por lo que podrian tener diversos papeles importantes en

la rizdsfera de las plantas de toloache.

El cuarto phylum en abundancia en la biblioteca de clonas eucariotas de la rizésfera de
toloache fue el Nematoda con el 5% de las clonas analizadas, los nematodos juegan un
papel fundamental en el reciclaje de nutrientes en los ambientes naturales, existen
ademas especies de este phylum que son parasitas de personas y plantas, siendo algunos
causantes de importantes pérdidas en la agricultura (Barker et al., 1994, Hotez et al.,
2005). Ademas, se encontraron otros tres phyla de menor abundancia dentro del banco
de clonas de eucariotas de la rizosfera de toloache en la zona de la reserva de “La Uva”
los cuales fueron: Ciliophora, Streptophyta y Protozoa con el 1% cada uno, los
Ciliophora son protistas ciliados que se encuentran en ambientes donde hay agua
incluyendo el ambiente del suelo; dentro del phylum Streptophyta se clasifican las
plantas terrestres y las algas verdes no clorofitas; y por dltimo el phylum Protozoa que

incluye pequefios animales unicelulares.

Por otro lado el analisis de rarefaccion de la muestra de eucariotas permitié determinar
qgue la muestra aunque no es totalmente representativa de la diversidad del sitio
muestreado representa una buena proporcién de esta, por lo que la muestra fue tomada

adecuadamente.
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7.3.3. ldentificacibn molecular de los especimenes del banco de germoplasma de

tomate y toloache.

De los 884 aislados del banco de toloache identificados molecularmente la proporcién
de estos grupos fue también la mayoritaria Firmicutes representd el 89% vy el género
Bacillus el 75% de las clonas secuenciadas, la diferencia es que el grupo Proteobacteria
mostré un porcentaje mas abundante en esta rizosfera, cerca del 11% lo cual no se
observo en el banco de tomate donde casi exclusivamente se obtienen miembros de los

Firmicutes.

El que el phylum mas abundante dentro de los dos bancos tanto el de toloache como el
de tomate haya sido Firmicutes y el género Bacillus también fuera el mas abundante se
debe a que el medio utilizado para aislar estos organismos (LB) favorece en mayor

medida el crecimiento répido y preferencial de este grupo de organismos.

Sin embargo, los organismos identificados del banco de tomate y toloache son los
cultivables y estos representan solo una pequefia porcién del total de bacterias presentes
en la rizésfera y no da una respuesta clara de los microorganismos presentes ya que se
estima que tan solo el 1% de las bacterias presentes en el suelo pueden ser aislados en el
laboratorio (Patrick et al., 2005). Aln asi nuestros resultados sugieren una mayor
diversidad en los organismos cultivables de la rizdsfera de toloache respecto a la del
tomate, ya que ambas colecciones fueron generadas con el mismo medio de cultivo con
resultados contrastantes en cuanto a la abundancia del grupo Proteobacteria, este
phylum ha sido reportado como el méas abundante en la superficie del fruto de tomate,
siendo los géneros Pantoea y Enterobacter los mas abundantes (Talias et al., 2011),
esto coincide en parte con lo encontrado en nuestro trabajo en cuanto a
microorganismos cultivables en la rizésfera de toloache ya que estos dos géneros
(Pantoea y Enterobacter), resultaron ser los més abundantes de los aislados del banco
de rizosfera de toloache en la Uva con 23 aislados del género Enterobacter y 10
aislados del género Pantoea, esto podria indicar que estas especies tienen alguna
funcion de importancia en las Solanaceas y que las bacterias presentes en la rizésfera
podrian migrar a otra parte de las plantas como lo reportado por Marquez-Santacruz et

al. (2010), donde ellos muestran que las bacterias del suelo pueden ser también
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endofiticas y colonizar otros tejidos de las plantas. Por otro lado, estos géneros no
pudieron ser aislados de la rizosfera de tomate, sin embargo, esto no indica que no
pudieran estar presentes en esta, ya que el aislamiento de los microorganismos presentes
en la rizésfera depende de diferentes factores tales como tipo de suelo, tipo de planta,

variedad, edad de la planta, época del afio de la colecta, etcétera.

Una razén por la que el género méas abundante de las bacterias cultivables identificadas
de los bancos sean del género Bacillus se puede deber a que, diversas especies de este
género son ubicuos en el ambiente y forman endosporas, representando las células mas
resistentes y de mas larga vida en el suelo (Nicholson et al., 2000; Nicholson 2002,
2004; y revisado en Fajardo-Cavazos y Nicholson, 2006), por lo que pueden permanecer

por largos periodos de tiempo incluso en suelos degradados.

El género Bacillus incluye microorganismos de gran importancia econémica, médica y
de bioproteccion tales como bioplaguicidas, biocombustibles y agentes patdgenos.
Bacillus thuringiensis se utiliza actualmente para el control biolégico de insectos en
cultivos. Cepas de B. subtilis producen un amplio espectro de péptidos bioactivos con
un gran potencial para aplicaciones en la biotecnologia y medica. Cepas de B. cereus
son patégenos importantes de los mamiferos, incluyendo seres humanos. Bacillus
pumilus es comunmente aislado de una variedad de fuentes ambientales, en particular de
las heces de los animales, tiene propiedades toxicas que pueden estar relacionadas con
incidentes de intoxicacion alimentaria. Bacillus megaterium es una bacteria gram-
positiva que se encuentra en habitats muy diversos y ha sido empleada industrialmente
ya que posee algunas enzimas muy Utiles y una gran capacidad para la produccion de

exoenzimas (revisado en Porwal et al., 2009).

El segundo phylum mas abundante del banco de toloache es el de Proteobacteria, en

éste se encuentran algunas especies fijadoras de nitrégeno (Madigan et al., 2006).

El phylum Actinobacteria presente en los organismos identificados del banco de
toloache y toloache, se compone de bacterias gram-positivas con alto contenido de G +
C en su ADN, este phylum tiene diversos estilos de vida y éstos incluyen pat6genos
dentro de los cuales se pueden mencionar a especies del género Mycobacterium; asi

como las bacterias de suelo, comensales de plantas y del tranco gastrointestinal y
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simbiontes fijadores de nitrogeno. Las especies del phylum Actinobacteria estan
ampliamente distribuidas en los ecosistemas terrestres y acuaticos, especialmente en el
suelo, donde juegan un papel crucial en el reciclaje de los biomateriales y la formacion
de humus (Ventura et al., 2007).

Otro de los aislados de los bancos se identific6 como Sphingobacterium spiritivorum
que pertenece al phylum Bacteroidetes, el cual ha sido reportado como un patdégeno de

humanos (Kampfer et al., 2005).

7.4. Andlisis comparativo de la diversidad de las rizésferas de toloache y tomate

En el analisis comparativo de la diversidad de organismos procariotas de la rizdsfera de
tomate y toloache, mediante el analisis de un banco de clonas de ADNr se determiné
que existen diferencias entre la diversidad de ambas rizésferas. En cuanto al analisis a
nivel de phyla procariotas, se pudo observar gque en la rizésfera de tomate la abundancia
del phylum Firmicutes (45%) supera con mucho a los otros phyla.Por otro lado, para la
rizésfera de toloache el phylum més abundante fue Actinobaceria (27%), sin embargo
se encuentra representado de manera mas equitativa junto con otros phyla como lo son
Proteobacteria (20%), Gemmatimonadetes (18%) y Firmicutes (15%), lo que era de
esperarse, no soOlo porque se trata de dos especies de solandceas que aunque
relacionadas son distintas: tomate y toloache, sino también porque la muestra de tomate
fue tomada en un éarea de cultivo, lo que supone que en esta zona impactada por el
manejo agricola intensivo se muestre una alteracion en la diversidad de la microbiota
del suelo. Las practicas de manejo que se realizan del suelo y el empleo de
monocultivos ain cuando sean en rotaciones de cultivos de diferentes especies tales
como gramineas-solanaceas-leguminosas favorecen solo a algunos grupos mejor
adaptados que son los que predominan en la rizésfera (Sun et al., 2004). En el caso de la
rizosfera del tomate dentro del phylum Firmicutes el género mas abundante fue
Paenibacillus y en segundo lugar dentro del phylum Proteobacteria el género
Pseudomonas, esto se podria explicar ya que existen reportes de que estos dos géneros
de bacterias son los mas predominantes en suelos perturbados (Garbeva et al., 2006).
Los datos de la rizésfera del tomate sugieren que Firmicutes es el phylum mejor

favorecido en un suelo perturbado (agricola), comparado al panorama que se presenta
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en cuanto a la frecuencia mas diversa y equitativa de otros phyla en la muestra de un
suelo conservado como es el caso de la rizosfera de toloache. Por otro lado, se ha
reportado en un estudio reciente que los grupos de bacterias mas abundantes en suelo,
rizosfera y tejido de la raiz de plantas de tomate, son las pertenecientes al phylum
Proteobacteria (a-, B- y v-), y el grupo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB),
dentro del cual el género Flavobacterium se reporta como el mas abundante de este
grupo (Kim et al., 2006). Este estudio fue realizado en tomate variedad Gabriela en
suelos de Guasave, México, y es posible que las diferencias a nivel de variedad de
tomate, edad en la que se colectd la muestra de rizosfera y en las condiciones

climatoldgicas y edaficas comparadas a las nuestras permitan explicar estas diferencias.

El phylum Actinobacteria que fue el méas abundante para la rizosfera de toloache
incluye bacterias Gram-positivas, aer6bicas o microaerdfilas, frecuentemente
encontradas en suelo, las cuales juegan un papel muy importante en éste con actividad
celulotitica y quitinolitica actuando como descomponedores de materia organica, y
ayudando a renovar las reservas de nutrientes en la tierra y en la formacion de humus.
Se ha reportado que se pueden encontrar en etapas finales de la sucesion del suelo
(Shrestha et al., 2007). Otro factor a considerar es que en tomate se tiene un
monocultivo con apenas algunas malezas creciendo alrededor de las plantas las cuales
son eliminadas periodicamente en el ciclo de cultivo y son poco frecuentes, mientras
que en las muestras de suelo conservado de toloache existe la presencia no Unica de
raices de toloache sino que estas muestras frecuentemente contienen entrelazadas al
sistema radical de toloache maltiples raices provenientes de otras especies y aln cuando
para el muestreo se eliminaron este otro tipo de raices éstas también pueden influir en la
conformacion de la microbiota de la rizosfera aledafia al toloache. La zona de “La Uva”
es poco perturbada lo que hace que exista la renovacién de nutrientes entre las especies
vegetales y microbianas presentes de una manera fluida. También se ha reportado que al
aumentar con la profundidad del suelo, y que en condiciones aerdbicas y microaerdbicas
los miembros del grupo de las Actinobacterias pueden ser capaces de degradar
hidrocarburos en muchos suelos, 1o que podria representar un papel muy importante
para la biorremediacion de suelos contaminados. Estos organismos se encuentran en
diversos tipos de suelos muy agrestes, incluyendo suelos alpinos y polares (revisado en
Bjorklof et al., 2009).
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Un grupo interesante encontrado con abundancia importante entre ambas rizosferas fue
el phylum Gemmatimonadetes, el cual ha sido detectado con frecuencia en este tipo de
analisis de encuestas de ADN ribosomal, y se ha reportado como uno de los principales
nueve phyla encontrados en ecosistemas del suelo, y comprende en promedio el 2% de
las comunidades bacterianas del suelo. Los miembros de este phylum son de
distribucién cosmopolita, sin embargo, se han encontrado con mayor frecuencia en
suelos aridos lo que indica una adaptacion a suelos secos debido a su relacion inversa a
las humedad, lo que tiene relaciébn con nuestro trabajo ya que se encontré con
abundancia en nuestro analisis el cual fue realizado en suelos de ambientes semiaridos,
ademas de que su presencia en entornos con concentraciones de nutrientes muy
diversas, han sugerido que tienen metabolismos versatiles que han contribuido a su
éxito como un grupo cosmopolita (DeBruyn et al., 2011). De cualquier manera es muy
interesante encontrar a este phylum en ambas rizosferas tanto de toloache como de

tomate a tan elevadas proporciones (>15%).

En cuanto al analisis comparativo de los phyla eucariotas entre ambas rizdsferas de
ecosistemas contrastantes resultd que el phylum mas abundante fue el Ascomycota,
encontrdndose muy por encima en cuanto a la abundancia de los demas phyla en ambas
rizésferas. Para la rizosfera de toloache en la zona de reserva este phylum represento el
72% de las clonas analizadas y para la rizésfera de tomate en la zona de cultivo
intensivo representd el 59%. Esto se puede explicar debido a que los Ascomycota
representan el phylum eucariota mas abundante en la naturaleza, y ha sido reportado
como el phylum més diverso de hongos contabilizandose aproximadamente el 65% de
todas las especies de hongos que se conocen en él (Kavanagh, 2011), cifras parecidas a
las encontradas en nuestro trabajo. Sin embargo, nuestro trabajo incluye ademas hongos
no descritos y organismos eucariotas de otros reinos como lo es Animalia, Protozoa y
Viridiplantae. Otro phylum abundante en ambas rizdsferas fue el Basidiomycota, siendo
el segundo en abundancia para la rizésfera de toloache con el 14% de las clonas
analizadas vy el tercero para la rizdsfera de tomate con el 12% de las clonas analizadas,
de este phylum se ha reportado que representa el 35% de todas las especies de hongos
que se conocen, estos phyla puede ser facilmente reconocido en los ecosistemas ya que
son los que producen setas (Kavanagh, 2011). Los phyla Chlorophyta y
Chytridiomycota fueron encontrados unicamente en la rizésfera de tomate y no en la de

toloache, el phylum Chlorophyta son algas verdes y Chytridiomycota son hongos
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primitivos principalmente acuéticos, probablemente el que no se hayan encontrado en la
rizosfera de toloache puede deberse a la época en la que se tomaron las muestras, ya que
fue en otofio y en esta temporada existe poca humedad. Ademas, de que las muestras se
tomaron de la rizésfera de plantas de toloache en etapa fenoldgica de madurez-
senescencia lo que también podria indicar una baja humedad en la rizosfera de las
plantas muestreadas, y por otro lado éstas se pudieron haber encontrado en la rizsfera
de tomate muestreadas debido a que estas se tomaron de cultivos agricolas donde se
utiliza el sistema de riego por goteo lo que provoca una alta humedad constante en la
zona de la rizésfera de las plantas. Por otro lado, el phylum Zygomycota difirié en la
abundancia entre ambas rizdsferas, siendo mas abundante en la rizosfera de toloache,
mientras que la abundancia de los phyla Nematoda, Ciliophora y Streptophyta fue

similar entre ambas rizosferas.

El analisis de rarefaccion entre varias muestras permite comparar la diversidad de
muestras de tamafios diferentes. La curva de rarefaccion para las cuatro muestras
analizadas: de los bancos de clonas procariotas de toloache y tomate, y de los bancos de
clonas eucariotas de toloache y tomate, muestran en base a la tendencia de las curvas,
que la muestra de eucariotas tanto de la rizosfera de toloache como la de tomate son
menos diversas con respecto a las de procariotas tanto de toloache como de tomate.
Mientras que la muestra de procariotas de la rizosfera de toloache resultd ser méas
diversa que la muestra de procariotas de tomate, esto era lo que se esperaba ya que las
muestras de rizésfera de toloache son de suelos conservados y las de tomate son de
suelos agricolas fuertemente impactados por el manejo de agricultura intensivo que
reciben. Nuestros resultados sugieren que los suelos preservados suelen ser mas
diversos que los suelos agricolas altamente impactados en cuanto a microbiota
procariota, ya que las practicas agricolas de manejo intensivo y monocultivo impacta y
afecta a las comunidades bacterianas del suelo, corroborando observaciones previas
(Sun et al., 2004). Por otro lado, la diversidad de la microbiota eucariota resultdé ser muy
similar entre las rizosferas de ambas especies de solandceasmuestreadas en suelos con
condiciones contrastantes, esto probablemente pueda ser debido a que la diversidad a
nivel de organismos mas complejos como los eucariotas no cambia de manera tan

radical entre miembros del mismo grupo taxonomico.
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El andlisis de conjuntos a nivel género entre ambas rizésferas mostré que existe un
namero menor de géneros encontrados en ambas rizdsferas en relacion a los que son
especificos a cada una de las rizésferas. Los géneros encontrados en ambas rizésferas
tanto procariotas como eucariotas, podrian jugar un papel importante en la rizosfera de
las plantas de la familia Solanaceae, y podrian tener utilidad en cuanto a la
biotecnologia para el mejoramiento en el manejo sustentable de solanaceas de
importancia agricola. Sin embargo, un nimero mayor de géneros fueron encontrados de
manera exclusiva en cada una de las rizosferas, es decir que no coinciden en ambas
rizosferas de suelos contrastantes, diferencias en la composicion de las comunidades
microbianas de diferentes especies ya han sido reportadas anteriormente (Park et al.,

2005; Miethling et al., 2000; Grayston et al, 1998; Germida et al., 1998). LA razon por
la que se observa esto podria deberse a las diferencias en la cantidad y composicién de
los exudados de las raices, ya que existen reportes que indican que los exudados de las
raices son ampliamente responsables en el control de las poblaciones de la rizosfera, asi
como el efecto que pueden tener sobre estas comunidades varia entre diferentes especies

de plantas y tipo de suelo (Marschner et al., 2001; Whipps, 1990).

El indice de diversidad de Shannon permitié determinar que la diversidad de la
microbiota de procariotas de la rizésfera de toloache es mayor en cuanto a la diversidad
de organismos procariotas de la rizésfera de tomate y la diversidad de eucariotas de
ambas rizosferas. El segundo lugar en diversidad lo presentd la microbiota procariota de
la rizosfera de tomate, siendo la diversidad de la microbiota eucariota de ambas
rizdsferas las mas bajas y muy similares entre si, esto coincide con el andlisis de
rarefaccion realizado en este trabajo para comparar la diversidad de procariotas y
eucariotas entre ambas rizosferas. Los valores de indices de nuestro trabajo son
parecidos a los reportados en estudios de suelos agricolas con diferentes sistemas de

manejo agricola (Hartmann y Widme, 2006).

7.5. Incorporacién de los datos de la rizésfera de tomate y toloache en la base de

datos

La incorporacion de los datos obtenidos de la microbiota de la rizosfera de toloache y
los de tomate a una base de datos publicas como lo es el de la CONABIO, permitird un

mejor manejo y difusion de la informacion generada, asi como serd una herramienta
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muy Gtil para llevar a cabo la consulta de los analisis de diversidad, frecuencia y
abundancia de los organismos identificados y la comparacién entre la microbiota de la

rizosfera de toloache y tomate reportadas en el presente trabajo de tesis.
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8. CONCLUSIONES

La metodologia empleada permiti6 la obtencion de wun banco de
microorganismos aislados y criopreservados de la rizésfera de toloache y tomate
con ~95% de viabilidad, asi como la generacion de dos bancos de clonas de
ADNr de origen procariota y eucariota para el estudio de la diversidad de la

rizosfera de esta solanacea.

En el andlisis de los organismos del banco de tomate y toloache, el phylum mas
abundante fue Firmicutes y en segundo lugar Proteobacteria, esto se debe
probablemente a que el medio nutritivo (LB) usado para el aislamiento de los

aislados del banco favorece el aislamiento de estos grupos.

El andlisis de la diversidad de procariotas de la rizdsfera de tomate y toloache
permiti6 ver diferencias entre los phyla de organismos mas abundantes entre
ambas rizosferas. Sin embargo, el phylum eucariota mas abundante
(Ascomycota) fue el mismo tanto para la rizésfera de toloache como para la de
tomate y los organismos procariotas de la rizésfera de toloache de una zona de
suelo preservada es méas diversa que los organismos procariotas de la rizésfera
de tomate de una zona de suelo agricola, mientras que la diversidad de
eucariotas de ambas rizosferas resultaron ser menos diversas comparadas a

procariotas y muy parecidas entre si.

Los datos de los organismos identificados han sido ya incorporados a la base de
batos, incluyendo los datos del banco de clonas de la rizdsfera de tomate (datos
generados por Cordero-Ramirez, 2008) y los datos de los organismos cultivables
preservados del banco de tomate, los cuales ya han sido enviados a la
CONABIO para su revision y posterior incorporacion en el sistema de bases de
datos. Se continuard en una etapa subsecuente al presente trabajo de tesis con la
incorporacién de los datos que se obtendran de la rizésfera de toloache, con una

fecha  probable de liberacibn de la base datos del 2013.
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e De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro trabajo en cuanto a todos los
andlisis realizados, podemos concluir que la hipdtesis planteada se acepta ya que
si existen diferencias en la diversidad de ambas rizdsferas (tomate y toloache) en
los suelos contrastantes, y la diversidad en cuanto a organismos procariotas
resultd ser mayor en la rizésfera de toloache de la zona preservada de “La Uva”
que la de la rizésfera de tomate en la zona de cultivo, sin embargo, el indice de
diversidad de Shannon y la curva de rarafaccién no muestran mucha diferencia

entre la diversidad de organismos eucariotas entre ambas rizdsferas.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

Abundancia absoluta de las especies encontradas en la biblioteca de origen procariotico.

Organismos procariotes identificados No. de clonas
Acidobacteria
Uncultured Acidobacteria
Micromonospora echinospora
Mycobacterium avium
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium interjectum
Mycobacterium tuberculosis
Patulibacter minatonensis
Solirubrobacter sp.
Uncultured actinobacterium
Flavobacterium sp.
Uncultured Bacteroidetes
Uncultured Chloroflexi
Leptolyngbya sp.
Nostoc sp.
Oscillatoria sp.
Uncultured cyanobacterium
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus azotoformans
Bacillus lentus
Bacillus licheniformis
Bacillus psychrosaccharolyticus
Bacillus pumilus
Bacillus sp.
Bacillus subtilis
Brevibacillus sp.
Carnobacterium sp.
Enterococcus avium
Halobacillus kuroshimensis
Lentibacillus salinarum
Paenibacillus alginolyticus
Paenibacillus chondroitinus
Paenibacillus fujiensis
Paenibacillus larvae
Paenibacillus lentimorbus
Paenibacillus polymyxa
Paenibacillus popilliae
Paenibacillus sp.
Sugarcane grassy shoot phytoplasma
Uncultured Bacillus sp.
Uncultured eubacterium
Uncultured Firmicutes
Virgibacillus marismortui
Virgibacillus sp.
Uncultured Gemmatimonadales
Agrobacterium vitis
Anaeromyxobacter dehalogenans
Archangium gephyra
Caulobacter crescentus
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Hyalangium minutum
Ochrobactrum cytis

Pseudomonas fluorescens
Sphingosinicella microcystinivorans
Uncultured alpha proteobacterium
Uncultured delta proteobacterium
Uncultured gamma proteobacterium
Uncultured Myxococcales bacterium
Uncultured Paenibacillus sp.
Uncultured proteobacterium

Vibrio splendidus

S.aurantiaca

Total 269

Continuacion del Anexo 1. Abundancia relativa de las especies encontradas en la biblioteca de origen procariético.
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ANEXO 2

Abundancia absoluta de las especies encontradas en la biblioteca de origen eucariético.

Organismo eucarioético identificado No. clonas
Absidia corymbifera strain IP 1280.81 1
Acremonium strictum 11

Acrobeloides sp. 288Acrll

Alternaria alternata

Alternaria arborenses

Alternaria gaisen strain EGS90-0512
Alternaria longipes

Alternaria longissima isolate 6.3
Alternaria mali

Alternaria sp.

Alternaria tenuissima

Aporospora terricola

Ascomycete sp. Dzf7

Ascomycete sp. nasa59

Aspergillus tamarii

Atriplex centralasiatica

Atriplex lentiformis

Berkleasmium sp. BCC 17003
Cephalosporium curtipes var. uredinicola
Chaetomium globosum isolate Cg6
Chaetomium sp. Isolate 6/97-38
Cheilymenia stercorea isolate AFTOL-ID 148

Chrysosporium lobatum

Chrysosporium pilosum

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium oxysporum

Cochliobolus lunatus

Conocybe crispa specimen-voucher E:G137
Conocybe rickenii specimen-voucher Hessler 20421
Coprinopsis cinerea

Cortinarius fulvocitrinus TUB 011434

Cortinarius olearioides voucher Arangu-Cort-03103002
Corynascus Verrucosus sp. nov.

Cryptococcus magnus isolate YNC2.7-120506
Cyrtohymena citrina

Dunaliella sp. BSF3

Echinochloa colona

Emericella corrugata

Emericella dentata strain: IFM 42024

Emericella nidulans strain NRRL 2395

Emmonsia crescens strain UAMH 132

Emmonsia parva

Entandrophragma cylindricum microsatellite DNA, clone pEcCIR247
Eurotium chevalieri strain NRRL 78

Fungal endophyte isolate 3323
Fungal endophyte sp. DF3
Fungal endophyte sp. DF4
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Fungal sp. aurim1166

Fungal sp. DQY-9

Fungal sp. GD27b

Fungal sp. WD30d

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici strain ATCC 52429
Fusarium sp. Dzf1

Fusarium sp. E033

Fusarium sp. TA-60

Gymnopilus junonius

Gymnopus sp.

Halteria grandinella

Hohenbuehelia portegna strain T-7
Hohenbuehelia tremula isolate AFTOL-1D 1503
Humicola fuscoatra strain DSM 63302
Leptosphaeria senegalensis strain IP 1766.88
Leucosporidium scottii strain CBS 5932
Mortierella sp. GD20E

Mycorrhizal basidiomycete of Epipogium roseum isolate:ME2-1
Nectria mauritiicola strain CBS 313.72T
NINGUNA HOMOLOGIA

Oedogonium tenerum

Olpidium brassicae genes isolate:CH-1
Oxytricha longigranulosa

Paecilomyces sp.

Panaeolus cambodginiensis

Panaeolus sphinctrinus isolate AFTOL-ID 1499
Paracoccidioides brasiliensis

Paramecium tetraurelia macronuclear X gene

Phoma medicaginis

Prunus necrotic ringspot virus mRNA for coat protein (CP gene) from Kullu,
India

Pseudochlorella pyrenoidosa strain SAG 18.95
Rhizophlyctis rosea isolate AFTOL-ID #43
Rhizopus oryzae strain UWFP 846
Rhodotorula glutinis strain HB 1212
Rhodotorula ingeniosa strain CBS 4240
Rhodotorula sp. CBS 10104

Scenedesmus naegelii strain UTEX 74
Scenedesmus obliquus isolate Tow 9/21 P-1W
Scenedesmus sp. isolate Pic 6/16 T-1W
Stegelleta sp. JBO75

Sugarcane grassy shoot phytoplasma partial 16S rRNA gene, isolate BV2
Uncultured AMF fungus
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Continuacion Anexo 2. Abundancia relativa de Tas especies encontradas en la biblioteca de origen eucariotico
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Uncultured ascomycete clone LM82
Uncultured basidiomycete clone LM539

Uncultured basidiomycete isolate dfmo0726_096

Uncultured Cladosporium fc-02
Uncultured fungus clone RFLP57
Uncultured fungus isolate EC7.1
Uncultured Glomus clone T1P1.07
Uncultured Lophiostomataceae clone bg10d
Uncultured Pezizomycotina clone D44
Uncultured soil fungus clone 174-52
Uncultured soil fungus isolate OTU-ZY?20
Uncultured soil fungus clone F39 (S2)
Uncultured soil fungus clone F47 (S2)
Uncultured soil fungus clone ITS11 (S2)
Zeldia punctata voucher JB040

Zeldia sp. JB118
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Continuacién Anexo 2. Abundancia relativa de las especies encontradas en la biblioteca de origen eucariético
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