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RESUMEN

Se han reportado diferencias en las caracteristicas fenologicas y morfolégicas de arboles de
Cordia dodecandra crecidos en dos ecosistemas distintos, zonas de selva poco perturbada del
estado de Yucatan y huertos familiares rurales. Ademas, se ha reportado que uno de los
principales factores que afectaron el desarrollo de arboles de ciricote es la condicion de riego, en
especial en temporada seca. Dado que la microbiota de las plantas estd intimamente asociada
al desarrollo vegetal, se hipotetizé que existirian diferencias en las comunidades de hongos y
bacterias de la rizosfera de estos arboles crecidos en dos condiciones diferentes, con riego y sin

riego, y también entre las temporadas de secas y lluvias.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a las propiedades del suelo entre
temporadas de muestreo, pero si se observaron niveles de sodio, potasio, conductividad, calcio,
carbonatos, carbono orgéanico total, nitrégeno total y fésforo, superiores en suelos “con riego” con
respecto al grupo “sin riego”. Ambos suelos resultaron similares en el potencial REDOX (siendo
ambos suelos reducidos) y pH (de neutro a medianamente alcalinos).

Los principales hallazgos encontrados en este trabajo en cuanto a los microorganismos
procariotas, fueron: i) una mayor abundancia relativa de los 6rdenes Rhizobiales y Bacillales en
la rizésfera con respecto al suelo; ii) en las muestras “sin riego”, mayor abundancia relativa de
Gaiellales y Pirinomonadales, estando el primero en una abundancia bastante mayor a lo

reportado previamente en otros estudios metagendémicos de rizésferas.

Para hongos, a nivel de phylum, se observé mayor abundancia relativa de Ascomycota en el
grupo “con riego” que en el grupo “sin riego” y, por el contrario, Basidiomycota estuvo en mayor
proporcion en “sin riego” que en “con riego”. Ascomycota fue dominante en todas las muestras,
mas fue Basidiomycota el que presentd diferencias significativas en el analisis de similitud del
coeficiente de Jaccard. A nivel de orden, hubo una mayor abundancia relativa de Agaricales en

temporada seca que en lluvias.

Se logro clasificar el 53% de los OTUs identificados hasta nivel de orden. Los cuales, han sido
previamente reportados en estudios de suelo, rizésfera y endosfera de plantas, desde arboles
hasta césped, asi como en ecosistemas tanto templados como tropicales. Sin embargo, se
encontraron interesantes diferencias en la abundancia relativa de taxones poco abundantes en

otros estudios, los cuales necesitan ser evaluados con mas profundidad.






ABSTRACT

Differences have been reported in the phenological and morphological characteristics of Cordia
dodecandra trees grown in two different ecosystems, the slightly disturbed forest areas of the
state of Yucatan and rural home gardens or farms. In addition, it has been reported that one of
the main factors that affected the development of ciricote trees is the irrigation condition,
especially in the dry season. Since the plant’s microbiota is closely associated with plant
development, it was hypothesized that there would be differences in the communities of fungi and
bacteria in the rhizosphere of these trees grown under in two different conditions, with and without

irrigation, and also between the dry and rainy seasons.

No significant differences were observed in terms of soil properties between sampling seasons,
but levels of sodium, potassium, conductivity, calcium, carbonates, total organic carbon, total
nitrogen and phosphorus were observed, higher in soils "with irrigation” with respect to the group
"without irrigation". Both soils were similar in REDOX potential (both soils being reduced) and pH
(from neutral to moderately alkaline).

The main findings in this work regarding prokaryotic microorganisms were: i) a greater relative
abundance of the Rhizobiales and Bacillales orders in the rhizosphere with respect to the soll; ii)
in the "without irrigation" samples, greater relative abundance of Gaiellales and Pirinomonadales,
the former being in a much higher abundance than previously reported in other metagenomic

studies of rhizospheres.

For fungi, at the phylum level, a greater relative abundance of Ascomycota was observed in the
group "with irrigation" than in the group "without irrigation" and, on the contrary, Basidiomycota
was in greater proportion in "without irrigation” than in "with irrigation". Ascomycota was dominant
in all samples, but it was Basidiomycota that presented a significant difference in the similarity
analysis of the Jaccard coefficient. At the order level, there was a greater relative abundance of

Agaricales in the dry season than in the rainy season.

It was possible to classify 53% of the OTUs identified up to the order level. Which have been
previously reported in studies of solil, rhizosphere and endosphere of plants, from trees to grass,
as well as in both temperate and tropical ecosystems. However, interesting differences in the

relative abundance of rare taxa were found in other studies, which need to be further evaluated.
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INTRODUCCION

Los arboles de ciricote (Cordia dodecandra) se consideran multipropdsito, por lo que son muy
apreciados por los pobladores de la peninsula yucateca. Son originarios de América, desde el
sur de México hasta el norte de Guatemala y Belice. Son reconocidos por su dura madera, sus
hojas &speras, su fruto comestible y sus bellas flores anaranjadas. El ciricote, es un miembro
notable de las selvas medianas caducifolias asi como de los tradicionales huertos familiares
maya de la region (Canché-Colli & Canto, 2014; Morales & Herrera, 2009; Jankiewicz et al.,
1986). Esta dicotomia en la situacion de crecimiento ha sido ya sefalada desde hace mas de 30
afios y las observaciones de varios estudios apuntan a un “proceso de domesticacion” o una
“domesticacion parcial” (Ferrer et al., 2019; Grajales Puc, 2018; Palomo Buenfil, 2017; Jankiewicz
et al., 1986).

Importantes avances tecnolégicos en muchos campos de la ciencia (principalmente en las areas
de secuenciacion de genomas e informatica) han permitido el desarrollo de una nueva rama de
la ciencia, conocida como metagendmica. En esta, se estudian conjuntos de genomas
microbianos para investigar algunas caracteristicas de sus comunidades, como por ejemplo su
composicion, variabilidad, indices ecologicos y genes particulares. EIl ADN metagendémico puede
extraerse de comunidades que habitan un determinado medio natural o alterado. La comunidad
de un cierto ambiente ha sido denominada como su microbiota (en este trabajo definida como: la
comunidad ecoldgica de microorganismos comensales, simbi6ticos y patogénicos encontrados
en (sobre y/o dentro) un espacio determinado). Estas microbiotas pueden ser encontradas desde
fondos marinos y charcos de agua estanca, pasando por intestino y piel de animales (incluyendo
a los seres humanos) hasta las plantas (sobre y dentro de estas) y el suelo. Gracias a las
herramientas microbiolégicas clasicas principalmente, se han descrito relaciones de ocurrencia
y patrones reconocibles de presencia/ausencia de miembros de estas microbiotas en los medios
gue estos habitan. La microbiota asociada a las plantas no escapa a este hecho y se ha descrito
gue tiene gran influencia en el desarrollo vegetal, y participa en los ciclos geoldgicos de todos los

macronutrientes y micronutrientes esenciales para el desarrollo vegetal.

Se ha observado que la microbiota de la rizésfera suele verse fuertemente afectada por las
condiciones de la planta hospedera (Compant et al., 2019), por lo que al presentarse situaciones
de desarrollo disimilares e.g. el riego de estas, es de esperar que la estructura de estas
microbiotas también se modifique. Es tal la importancia de esta relacion planta-microbiota que

no pocos autores consideran a las plantas y sus microbiotas asociadas como un todo cuyo




INTRODUCCION

estudio debe ser abordado como tal; Simon y colaboradores (2019) los definen como un
holobionte y a sus genomas (los genes del hospedero y el metagenoma de la microbiota) como
el hologenoma o genoma del holobionte.

En el presente estudio, la discusién se ha abordado desde una perspectiva de dinamismo y
constantemente cambiante, mas concretamente en los términos de arboles crecidos en dos
condiciones: “con riego y sin riego” y se han evaluado las diferencias que pudieran existir en la
conformacion de las comunidades rizosféricas asociadas a éstos, asi como las propiedades de
los suelos en los que se desarrollan. Finalmente, se han propuesto explicaciones para la
presencia y ausencia de taxa microbianos clave y para su posible interaccion con los pardmetros

medidos y la temporalidad de muestreo.




CAPITULO |

CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 CIRICOTE

Ciricote, Cupapé y Compite (castellano), chak k'oopte' y k'an k'oopte' (maya), son los
nombres comunes con los que se conoce a Cordia dodecandra A.DC., planta originaria de
Ameérica, desde el sur de México hasta el norte de Guatemala y Belice (CONABIO, 2020;
Duno et al., 2010; Jankiewicz et al., 1986). En México se le encuentra de manera natural
en los estados de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan
(Camara Romero et al., 2016). Pertenece a la familia Boraginaceae, a la cual pertenecen
arboles, arbustos y hierbas de gran variedad; entre sus cien géneros se encuentra el Cordia
el cual tiene su nombre en homenaje al farmacéutico y botanico aleman Valerius Cordus
(1515-1544) (Quattrocchi, 2000).

Es un arbol caducifolio de porte mediano, cuyas frutas son comestibles, aunque acidas, por
lo gue se preparan y consumen en almibar o conserva dulce. Es una especie de gran valor
biolégico y cultural, por ser importante en la composicion floristica de las selvas mayas y
por proporcionarles a los habitantes de la zona ademas de sus frutos, hojas asperas para
ser usadas como lija y para la limpieza de materiales de cocina, asi como sus vistosas
flores, que se usan como ornato. Su madera dura, pesada y veteada es utilizada para la
fabricacion de muebles y artesanias, lo cual ha dado lugar a severas reducciones en las
poblaciones silvestres; sin embargo no es raro encontrarlo aliin en ciudades y en huertos
familiares mayas (Canché-Colli & Canto, 2014; Morales & Herrera, 2009; Jankiewicz et al.,
1986).

Normalmente, los arboles de C. dodecandra alcanzan una altura de 10 a 20 metros, su
tronco es de un diametro de 40 a 60 cm, con crecimiento recto, cilindrico con pequefias
gambas y ramas ascendentes, presenta copa redondeada o piramidal, muy densa en
arboles jovenes, menos densa en arboles maduros (mayores de 15 afios); su corteza
externa es fisurada, ligeramente escamosa con piezas longitudinales, color grisacea o
blanquecina y lisa; sus hojas son simples, de color verde oscuro en el haz y verde palido
en el envés, muy asperas ya que tienen tricomas muy duros (Campos et al., 2015; Canché-
Colli & Canto, 2014; Morales & Herrera, 2009). Sus flores son hermafroditas de un color

naranja brillante. Las inflorescencias son paniculas cimosas, axilares y terminales,
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pubescentes, con un caliz amarillo verdoso y ovario infero. La floracion se produce durante
la estacién seca, entre los meses de febrero a mayo (Canché-Colli & Canto, 2014;

Jankiewicz et al., 1986) figura 1.1.

N

Figura 1.1. Arbol de ciricote presente en un parque de la ciudad de Mérid.

1.1.1. ESTUDIOS SOBRE EL CIRICOTE

Grajales Puc (2018) realizdé un andlisis para determinar los estados fenolégicos de Cordia
dodecandra (floracion, fructificacién y foliacién) en dos condiciones de crecimiento, las
cuales fueron, por un lado ambientes silvestres, y por otro huertos familiares; encontrando
diferencias entre estos dos grupos. En cuanto a la foliacién, ésta fue menor en arboles
presentes en huertos familiares cuando estaban ya en estadio senil y observaron lo
contrario en arboles de estadio juvenil. En cuanto a la floracion, describe que el periodo de
floracion fue méas prolongado en la poblacion ubicada en huertos familiares y o mismo fue

registrado para la fenofase de fructificacion figura 1.2.
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Figura 1.2. Ciclo Fenolégico Reproductivo del ciricote (Morales & Herrera, 2009)

Palomo-Buenfil (2017) describe, en un estudio realizado con las mismas condiciones de
crecimiento que Grajales Puc (arboles crecidos en ambientes silvestre vs arboles crecidos
en huertos familiares), que aquellas plantas crecidas en huertos familiares presentan hojas
con un éarea foliar de mayor tamafio en comparaciéon con aquellas crecidas en estado
silvestre y concluye que esto podria deberse al manejo en los huertos familiares.
Entendiendo el manejo como el riego y desecho de materia organica (que serviria de
abono), aunque estos no sean intencionados y la poda de los mismos o de otros arboles

competidores de espacio y nutrientes.

Recientemente, Ferrer y colaboradores (2019) analizaron y describieron variaciones entre
poblaciones de tres especies de arboles nativos de la region yucateca, entre ellos el ciricote,
y concluyen que las variaciones entre las poblaciones silvestres y las de huertos familiares
podrian deberse al manejo que estan recibiendo estos arboles y a que probablemente haya
un proceso de domesticacion en curso, ya que mediante el uso de marcadores ISSR (en
inglés, inter simple sequence repeat, secuencia interna simple repetida) han demostrado
gue las variaciones en las caracteristicas botanicas estan asociadas a la prevalencia de

diferentes grupos genéticos entre las dos poblaciones.

Con base en todo lo anterior, es importante destacar que el ciricote no debe ser visto como
una especie estatica, sino al igual que todos los seres vivos, como una especie en continua
transformacion. En este caso una transformacién estrechamente relacionada con los seres

humanos pobladores del area maya.
1.1.2. PROYECTO CIRICOTE

El presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto mas amplio que se titula “Efecto de

la domesticacion en arboles multipropdsito de la Peninsula de Yucatan: Ecologia y
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gendémica funcional de Cordia dodecandra”. Ademas del estudio de las comunidades
microbianas asociadas a la rizésfera que se enfoca en el presente trabajo, acompafiaran al
macro proyecto aspectos como la evaluaciébn morfolégica de hojas y flores de estas
poblaciones, asi como el andlisis de la produccion de compuestos fitoquimicos. Estos
altimos, pueden tener profundos efectos en las poblaciones microbianas como lo
describieron Karamanoli y colaboradores (2005) en un estudio donde compararon la
colonizacién bacteriana en hojas de plantas aromaticas y no arométicas y evaluaron el
efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de las plantas arométicas. Por ello, es de
esperar que haya diferencias entre poblaciones silvestres y aquellas crecidas en solares,
ya que, en las segundas, las hojas que caen son removidas generalmente y aprovechadas

para alimentar a animales que suelen compartir el habitat con estos arboles.

Por ultimo, el proyecto contempla estudiar la variacion en la disponibilidad de carbono,
nutrientes y compuestos fitoquimicos en el suelo y la hojarasca, ya que, de estos, los
nutrientes son reciclados y afectan tanto a la microbiota rizosférica como la microbiota

edafica general de la zona.

1.2. DOMESTICACION DE PLANTAS
1.2.1. GENERALIDADES

La Domesticacidon, del latin “domesticus”, perteneciente a la casa, es una relacion
mutualista sostenida por varias generaciones en la que, un organismo asume un
significativo grado de influencia sobre la reproduccion y cuidado de otro organismo, con el
fin de asegurar de modo predecible el acceso a un recurso de interés y mediante la cual, el
segundo gana ventaja sobre organismos que quedan fuera de la relacion, por lo tanto

beneficiando y generalmente, aumentando la conveniencia para ambos (Zeder, 2015).

Las plantas domesticadas normalmente difieren de sus parientes silvestres en varios
aspectos. Entre ellos, tienen una distribucién geografica mas amplia, presentan conversion
de perennes a anuales, pérdida de dormancia en las semillas, falta de mecanismos de
dispersion de semillas, semillas mas pequefias y con menor éxito en ambientes hostiles,
adaptaciones defensivas reducidas (pelos, espinas), mayor palatabilidad de los frutos,
partes comestibles mas grandes y faciles de separar de las no comestibles (Zeven & De
Wet, 1982).
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1.2.2. DOMESTICACION DE PLANTAS Y SU RELACION CON SU MICROBIOTA

La domesticacion de plantas y la revolucion agricola terminaron proveyendo una fuente
alimenticia mas continua para los pueblos cazadores y recolectores y resultaron esenciales
para dejar el estilo de vida ndmada (Purugganan & Fuller, 2009). A la domesticacién la han
acompafiado progresivos cambios en el habitat y practicas de cultivo, con el fin de
incrementar los rendimientos y proteger a las plantas del estrés (Pérez-Jaramillo et al.,
2016). Pero esto no solamente afecta rasgos fenotipicos, sino que ademds reduce la
diversidad genética. La forma en que este llamado sindrome de domesticacion (Doebley et
al., 2006) afecta a la microbiota de la planta se esta abordando actualmente para varias
especies de plantas para obtener informaciéon sobre los mecanismos potenciales que
subyacen al ensamblaje y la actividad de la microbiota (Cordovez et al.,, 2019). Se ha
reportado que la resistencia de la comunidad microbiana a la invasion de patdégenos esta

asociada a la composicién de esta comunidad (Berg et al., 2017).

Interesantemente, Cook y colaboradores (1995) han postulado que, ya que en pocas
ocasiones la seleccién natural ha conferido a las plantas resistencia genética a patdégenos
de suelo, las plantas, en mayor o menor medida dependen de la defensa provista por
microorganismos de la rizésfera. Asumiendo esta situacién cabe esperar que los cultivos
modernos hayan perdido cierta capacidad para reclutar microorganismos huésped
especificos en comparacién con aquellos en estado silvestre, los cuales son genéticamente

mas diversos y adaptados a suelos pre-agricolas (Pérez-Jaramillo et al., 2016).

1.3. SUELO
1.3.1. GENERALIDADES

La microbiota del suelo constituye la fuente principal de donde los vegetales perfilan las
comunidades microbianas con las que conviven (Gopal & Gupta, 2016), y resulta ser el
principal factor alogénico que modula el in6culo microbiano y los nutrientes disponibles
(Cordovez et al.,, 2019). Por ello se hace indispensable estudiar las comunidades
microbianas asociadas a la rizésfera definir las caracteristicas del suelo circundante a estas

comunidades.
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El suelo es una mezcla de materia organica, minerales, gases, liquidos y organismos, los
cuales juntos sostienen la vida como la conocemos (FAO., 2021.). Entre sus principales
funciones esta el de ser un medio para el crecimiento vegetal y un habitat para otros
diversos organismaos y microorganismos, quienes a su vez modifican al suelo (Dominati et
al., 2010).

El suelo es producto de 5 factores: la influencia del clima, el relieve, los organismos y los
minerales que interactian con el tiempo (Gilluly et al., 1975). Dada su complejidad, los

ecologos de suelo lo consideran como un ecosistema.

La “Ciencia del Suelo” es la ciencia encargada del estudio del suelo como recurso natural,
incluyendo su formacion, clasificacion y mapeo; sus propiedades fisicas, quimicas,
biol6gicas y de fertilidad; y la relaciébn de estas propiedades y su uso y explotacion
(Neuendorf et al., 2011). Sus principales ramas son; la pedologia, que se enfoca en la
formacion, quimica, morfologia y clasificacion de suelos; y la edafologia que se centra en

cémo los suelos interactian con seres vivos, en especial plantas.
1.3.2. SUELOS EN YUCATAN

Bautista y colaboradores (2015) han publicado una actualizaciéon del mapa de suelos del
estado de Yucatan relacionando los ambientes geomorfol6gicos con los tipos de suelo
hallados. En la zona cercana a la ciudad de Mérida (que es donde se realizd el muestreo
para este trabajo) se reporté un ambiente karstico, el cual, segun describen, constituye una
gran zona de transicion entre los lomerios con la zona costera y domina la mayor parte del
estado. En el mismo predominan Leptosols, los cuales segun la Base Referencial Mundial
(WRB por sus siglas en ingles), comprenden suelos muy delgados (< 25cm) sobre roca
continua o suelos mas profundos que son extremadamente ricos en fragmentos gruesos
(FAO, 2016).

Esta clasificacion resulta muy general para los propositos de este estudio, por lo que un
analisis mas fino de la zona de muestreo es necesario para determinar factores como el
contenido de materia organicay el pH. Fierer y Jackson (2006) sugieren que el pH del suelo
es uno de los principales factores que afecta la riqueza, diversidad y composicién general

de la comunidad bacteriana. Por otro lado, se ha reportado que los arboles tienen un
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impacto especifico en el pH del suelo y por ello, estos deberian tener un rol diferenciador

en las comunidades microbianas asociadas a estos (Pfeiffer et al., 2013).

Es por esto que, como se menciona previamente, el proyecto contempla la caracterizacion

edéfica de los puntos de muestreo.
1.3.3. INTERACCION PLANTA-SUELO

Para entender como los arboles regulan las propiedades del suelo es importante definir el
organo encargado de interactuar con el suelo, es decir: la raiz. La raiz es el primer érgano
embrionario que se desarrolla durante la germinacién de la semilla. La raiz como érgano de
las plantas vasculares, generalmente crece hacia el interior del suelo por presentar
geotropismo positivo y fototropismo negativo. La estructura de la raiz tiende a ser mas
simple que la del tallo, ademas se observa la ausencia de clorofila, yemas, y nudos entre
otras estructuras (Quer, 2000).

Entre las principales funciones de la raiz estan la absorcién de agua y minerales del suelo
y la de sostén estructural; en algunas especies las raices también desempefian funciones

de almacenamiento de reservas alimenticias (Stevens, 2019; Strasburger & Sitte, 2004).

Entre otras funciones de la raiz destacamos la de soporte de asociaciones simbiéticas con
los microorganismos con los que co-habita en el suelo; algunos de los cuales, ayudan a
disolver el fésforo y a la fijacion del nitrégeno atmosférico (Strasburger & Sitte, 2004). Se
destaca también la capacidad secretora de la raiz de enzimas y moléculas como potentes
acidos organicos que disuelven las piedras calizas y liberan los minerales presentes en las

mismas, participando en la creacion de suelo (Strasburger & Sitte, 2004).

De las especies de plantas y de su genotipo depende en gran medida el reclutamiento de
microorganismos del ambiente del suelo, donde la morfologia de las raices, los exudados
y el tipo de rizodepésitos juegan un papel importante en el reclutamiento de la microbiota

vegetal (Compant et al., 2019).

La variacion genética de la planta afecta las caracteristicas morfolégicas, como el
crecimiento de la raiz, la arquitectura y la composicion del exudado, que a su vez afectan

el ensamblaje de la microbiota. Por ejemplo, Legay y colaboradores (2014) demostraron
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que el didmetro, el contenido de materia seca y la relacién C/N (Carbono/Nitrégeno) de la
raiz fueron predictores significativos de la variacién en la composicion de la microbiota en

pastizales.
1.3.3.1. LA RAIZ DEL CIRICOTE

En una busqueda de referencias que describan la estructura radicular de Cordia
dodecandra, no fue posible hallar una que describa como crece o el tipo de excreciones

gue la caracterizan.

No obstante, Reuter y colaboradores (2008) han descrito que el ciricote crece de manera
rapida en Leptosols negros y Cambisols rojos encontrados en la zona norte, denominada
en el estudio como “zona henequenera” del norte de la peninsula yucateca. Destacan el
significativo efecto del riego esporadico en el crecimiento de las plantulas de ciricote en

especial en la temporada seca.

Esta claro que la actividad humana tiene un efecto positivo en las plantas de ciricote
crecidas en solares mayas a pesar de que esta actividad humana no sea directamente
intencionada a generar los efectos descritos. Aun asi, queda por responder cudl es el efecto,
si este existiese, sobre la microbiota que acompafia a este arbol en su gradual

transformacion como consecuencias de la convivencia cercana con humanos.

10
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1.4. MICROBIOTA VEGETAL
1.4.1. GENERALIDADES

# my Mlicrobioma é———+
del aire

> Filésfera ' «—

Microbioma
del suelo

Figura 1.3. Representacion esquematica de la compartimentalizacion de la
microbiota vegetal en una planta dicotiledénea y una monocotiledénea. Traducido
de: Gopal & Gupta, 2016.

Gopal y Gupta (2016) definen tres principales compartimentos de las plantas en donde la
microbiota vegetal se puede desarrollar; la filésfera, son todas las partes vegetales que se
encuentran por arriba del nivel suelo en donde habitan microorganismos, en ésta habitan
los epifitos; la endosfera, que son los compartimientos al interior de los tejidos vegetales,
los habitantes en estos compartimentos son los endéfitos; y la rizosfera, que es el habitat
microbiano por debajo de la superficie del suelo y comprende una fina capa de suelo que
rodea y esta altamente influenciada por la raiz vegetal y los microorganismos que alli se
desarrollan. A su vez, la microbiota vegetal esta rodeada por aquellos del aire y del suelo
figura 1.3 (Gopal & Gupta, 2016).

1.4.2. RIZOSFERA

La rizosfera es la zona del suelo directamente adyacente a la raiz y cuya composicion
guimica y microbiana se encuentran influenciadas por el crecimiento de la planta, la
respiracion y el intercambio de nutrientes y compuestos entre la raiz y el suelo (Bulgarelli
et al.,, 2013). Algunos autores han definido estructuras como el Rizoplano (Rhizoplane),

como la superficie externa de la raiz que incluye particulas de suelo firmemente adheridas

11
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a la mismay estudidndola por separado de la rizosfera y la endosfera (Edwards et al., 2015).
Debido a la dificultad técnica evidente para definir los perimetros de estas regiones, como
lo plantean Vandenkoornhuyse y colaboradores (2015), se ha tendido en general a estudiar

como rizosfera a la region de transicion entre el suelo y la superficie radicular.

En la literatura se reconocen dos modos o vias de transmision de las comunidades
microbianas en las plantas (i) vertical o trasmision parental, que es la microbiota que se
encuentra y se trasmite por la semilla que da origen al nuevo organismo, esta microbiota
de semilla puede hallarse tanto en la superficie como al interior de la misma; y (ii) horizontal
o trasmision ambiental, que es la microbiota que se trasmite por el aire, por medio de
insectos, el polen, polvo etcétera, a la filésfera vegetal y debajo del suelo, por medio de
insectos, nematodos y otros animales relacionados con la raiz, ademas de la microbiota
preexistente en el suelo mismo y/o restos vegetales que entran en contacto con la rizésfera
(Cordovez et al., 2019). En general se reconoce que la microbiota de la filosfera es una
comunidad mas dinamica y dependiente de los factores ambientales (luz, temperatura,
lluvia, etc.) que aquella de la riz6sfera (Cordovez et al., 2019), ya que en la medida en que
las caracteristicas edaficas particulares mantengan el micro clima al interior, éste
dificilmente se vera afectado de manera pronunciada. En este sentido, por ejemplo se ha
reportado en un estudio, que un incremento en 4°C en la temperatura del suelo no tuvo
influencia en la composicion y biomasa de la comunidad microbiana pero increment6

significativamente su actividad metabdlica (Schindlbacher et al., 2011).

En la rizésfera, se han descrito diversos procesos y mecanismos de seleccién de
microorganismos en contacto con la raiz vegetal. EI mecanismo principal esta mediado por
el hospedero, y es definido como rizodeposicion (Gopal & Gupta, 2016). Involucra una
amplia variedad de sustancias; desde iones, pasando por acidos grasos y fenoles, que
median la captacion de nutrientes para las plantas y participan en su relaciéon con la
microbiota, asi como la modulacion del pH y las condiciones oxidoreductoras; compuestos
gue fungen como sefiales especificas para el desarrollo de arqueas, bacterias y hongos i.e.
fitoalexinas, fitohormonas y/o fitotoxinas; compuestos inhibidores asi como agonistas de
QSs (Quorum sensing signals); hasta azUcares y aminoacidos que permiten y estimulan

el crecimiento y desarrollo microbiano. Estas sustancias y los procesos asociados a ellas

12
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son recopilados en trabajos como el de Dakora y Phillips (2002) y el de Hartmann y
colaboradores (2009).

Es evidente que ante la complejidad del micro-habitat que significa la rizosfera, resulta éste
un ambiente un tanto hostil por un lado (por la necesidad de la planta de eliminar o controlar
el avance y crecimiento de patégenos), como atractivo por otro (por la secrecion de
azlcares y aminoacidos que la planta genera para favorecer el desarrollo de
microorganismos simbiontes) para microorganismos, y estos tienden a competir y
autorregularse por la consecucion de los recursos, y es este otro modo de seleccién para
la conformacion de la microbiota que habita e interacciona estrechamente con las plantas
(Hartmann et al., 2009).

1.4.3. EVOLUCION Y FUNCION DE LAS MICROBIOTAS EN PLANTAS

Muchos estudios han enfocado el andlisis de las microbiotas asociadas a las plantas desde
una perspectiva holistica (i.e. analizando al hologenoma y su evolucién), y se han definido
ciertos microorganismos con funciones especificas tanto a nivel inmunolégico como
nutricional. En esta seccion se describen los fenomenos asociados a los términos: Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal, “cry for help” (llamado de ayuda), suelo supresivo,

microbiota “core”, microbiota “core” funcional y taxones raros.

Entre los miembros de la microbiota vegetal se encuentran microorganismos benéficos,
neutros y patdgenos. Las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal, por sus siglas
en inglés PGPB (Plant growth-promoting bacteria), pueden promover el crecimiento por
métodos directos e indirectos. Ya sea por la produccién de fitohormonas promotoras del
crecimiento como auxinas, citoquininas y giberelinas; secretando la enzima, 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa, la cual reduce los niveles de etileno,
una hormona de estrés en plantas; o por propiedades de solubilizacién de fosfatos, fijacion
de nitrégeno y la combinacion de todos los mecanismos mencionados; las PGPB mejoran

la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la tolerancia al estrés (Compant et al., 2019).

Las plantas son capaces de reclutar microorganismos que pueden aliviar el estrés biético
vegetal tanto arriba como debajo del suelo (Van Dam & Heil, 2011; Dicke, 2009). El

fendmeno es conocido como llamado de ayuda (“cry for help”). En un estudio, Rasman y

13
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colaboradores (2005) demostraron como las raices del maiz emitian el compuesto volatil
(E)-B-cariofileno, el cual atrae nematodos entomopatogénicos. Este seria para la planta un
método indirecto de biocontrol que se activa ante el ataque de insectos perjudiciales al

maiz.

Existen numerosos ejemplos de actividades de biocontrol contra la invasion de patégenos
y enfermedades, por produccion de antibidticos, enzimas liticas, compuestos volatiles
inhabilitantes de patdgenos entre otros (Compant et al., 2019).

Chapelle y colaboradores (2016) observaron que cuando las raices de remolacha fueron
enfrentadas a hongos patdgenos, algunos genes relacionados con el estrés oxidativo fueron
regulados positivamente en familias bacterianas que se encontraban significativamente en
mayor proporcion en las raices de plantas en suelos que resultaron supresivos ante la
infeccion del hongo patégeno Rhizoctonia solani. Basados en estos hallazgos, los autores
postularon que el hongo invasor activaria, directamente o via la planta, respuestas de estrés
en la microbiota de la rizésfera. Esta regulacién positiva, segun discuten los autores podria
haber mediado respuestas antagonicas a la infeccién y podria ser uno de los mecanismos

que median en suelos supresivos de enfermedades vegetales.

Baker y Cook (1974) definieron por primera vez el término “suelo supresivo” como “El suelo
en el cual el patégeno no puede establecerse o persistir; si se establece causa poco o
ningln dafio; o se establece y la enfermedad dura poco tiempo y luego de la misma, ésta
€S menos importante aun cuando el patégeno persista en el suelo”. Por otro lado, aquellos
suelos en los que la enfermedad se desarrolla normalmente son denominados no

supresivos o conductivos.

Las propiedades fisicoquimicas del suelo pueden modular el comienzo y extension de la
supresion de enfermedades, pero la supresion que opera en suelos supresivos es en la
mayoria de los casos de naturaleza microbiol6gica (Cordovez et al., 2019; Expoésito et al.,
2017)

El uso continuo de suelos agricolas puede generar presiéon en patdgenos y desarrollarse
asi suelos supresores de enfermedades, conteniendo microorganismos que median esta

supresion (Compant et al., 2019).

14
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En particular, géneros como Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus,
Enterobacter, Pantoea, Burkholderia y Paraburkholderia han sido reportados por su rol en

la supresion de patégenos (Expdsito et al., 2017).

Los microorganismos que estdn estrechamente relacionados con ciertas especies o
genotipos vegetales, independientemente del suelo y las condiciones medio ambientales
en que se encuentren las plantas, son definidos como microbiota “core” de la planta
(Compant et al, 2019). Toju y colaboradores (2018) proponen una serie de
criterios/caracteristicas que la microbiota “core” debe reunir y por las cuales podria ser
identificada y en casos ulteriores disefiada/elegida para obtener una situacion particular
deseada. Estos criterios son: que esta microbiota pueda reclutar otras especies microbianas
que le sean funcionales/benéficas; que esta microbiota bloquee a patdgenos y pestes; y
que estos microorganismos se auto refuercen o se retroalimenten para persistir en la

rizosfera.

Lemanceau y colaboradores (2017) definen una microbiota “core” funcional de la planta
que comprende taxones microbianos que le son clave para su viabilidad y se establecen a
través de mecanismos evolutivos de seleccion y enriquecimiento de taxones microbianos
que contienen genes de funciones esenciales al holobionte. En otras palabras, la planta
reclutaria los microorganismos en funciéon de sus funciones benéficas, en la comunidad
microbiana. Y es esta, como lo definen van der Heijden y Hartman (2016) la frontera a ser
abordada por los estudios metagenémicos, conectar la composicién de la microbiota con

su funcion.

Con todo esto, es importante, ademés de estudiar mediante las secuencias 16S (y las ITS
para hongos) a los microorganismos presentes en rizosfera, definir la microbiota “core” y
con ella inferir en la medida de lo posible las funciones que desempefian los distintos
microorganismos hallados y las interacciones de estos microorganismos con la planta y

entre si.

Los taxones raros, pueden ser definidos con base en su baja abundancia relativa,
especificidad del habitat y distribucién geogréafica, concepto extendido al mundo
microbiolégico y desarrollado en extensién por Jousset y colaboradores (2017). Su

importancia radica en que su presencia podria modular la invasion de microorganismos
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perjudiciales para las plantas en comunidades microbianas del suelo, asi como participar
en procesos o situaciones muy particulares como recirculaciéon de nutrientes acompafada
de la degradacién de contaminantes (Compant et al., 2019). Numerosos estudios sefialan
que algunos de estos taxones raros desempefian funciones criticas que son

desproporcionadas a su abundancia (Jousset et al., 2017).

En un meta-analisis reciente llevado a cabo por Perez-Jaramillo y colaboradores (2018),
estos buscaron evaluar, si ese fuera el caso, como la domesticacion de diversas especies
de plantas afecta la composicion de la microbiota bacteriana asociada a la raiz de estas
plantas. Estos investigadores evaluaron 6 experimentos independientes que abordaban 9
especies de plantas cultivables y sus parientes silvestres. Se recuperaron las secuencias
crudas del 16S rDNA de las comunidades microbianas de estos estudios y se les aplicé el
mismo procesamiento informéatico con los mismos pardmetros. Sin embargo, como
mencionan los autores, hay que tener en cuenta que esto no elimina completamente los
sesgos que los métodos de muestreo, extraccion de ADN y secuenciacion y los tipos de
suelo, entre estos estudios, pudiendo afectar el meta-andlisis. A pesar de todo esto cabe
destacar que se reportan variaciones en la composicion procariota de las microbiotas de
raiz y rizosfera, de las plantas silvestres y sus contrapartes domesticadas, con una
significativa abundancia superior de Bacteriodetes en raices de las especies silvestres y de

Actinobacterias y Proteobacterias en las especies domesticadas.

Por todo esto no pocos autores consideran a las plantas y las microbiotas asociadas como
un todo cuyo estudio debe ser abordado como tal; Simon y colaboradores (2019) definen al
organismo hospedero y su microbiota asociada como un holobionte y a sus genomas (los

genes del hospedero y el metagenoma) como el hologenoma o genoma del holobionte.

1.4.4 PRINCIPALES PHYLA PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS PRESENTES EN
SUELOS Y RIZOSFERAS

Las comunidades procariotas de suelo y rizésfera normalmente se encuentran dominadas
por los phyla bacterianos Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, Firmicutes y
Bacteroidetes, sin importar de qué ecosistema se trate (Trivedi et al., 2020; Compant et al.,
2019; Bulgarelli et al., 2013). Ademas, cabe sefialar que aunque en menor proporcion, es

frecuente la presencia de miembros del dominio Archea; principalmente del phylum
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Thaumarchaeota (Fierer, 2017; Lemanceau et al., 2017). Se puede decir que todos estos

phyla resultan ubicuos en suelos y rizésferas.

En cuanto a los phyla eucariotas, las comunidades microbianas de suelo y rizésfera,
usualmente se encuentran dominadas por Ascomycota y Basidiomycota. Esto ha sido
ampliamente reportado en muchas especies vegetales muchas especies vegetales (Trivedi
et al., 2020; Hacquard et al., 2017). El phylum Glomeromycota, aunque no en todos los
trabajos es reportada su presencia, resulta particularmente interesante por su capacidad de
formar asociaciones endomicorrizicas, las cuales proporcionan importantes ventajas al
desarrollo vegetal, principalmente para el acceso a recursos nutricionales (Terhonen et al.,
2019; Zeilinger et al., 2016; Veneault-Fourrey et al., 2013).

1.4.4.1 PROCARIOTAS

El phylum Actinobacteria, estd compuesto principalmente de bacterias Gram-positivas que
habitan en el suelo, jugando un importante papel en la agricultura y los sistemas forestales
mediante la descomposicibn de materia organica (Kopecky et al.,, 2011). Ha sido
ampliamente descrito entre los phyla dominantes en suelo y rizdsfera tanto en ambientes
templados (Zuo et al., 2021; Praeg & llimer, 2020; Debnath et al., 2016), como en ambientes
tropicales (Ortiz et al., 2020; Rivera-Rivera & Cuevas, 2020; Rojas-Herrera et al., 2014), en
donde se describi6 mayor abundancia en sitios con muy altas temperaturas y con baja
elevacién geografica (Ortiz et al., 2020; Rivera-Rivera & Cuevas, 2020; Fitzpatrick et al.,
2018). Ademas, es un phylum altamente variable y con alta capacidad para la produccién
de metabolitos, por lo que las Actinobacterias son muy importantes por su produccion de
metabolitos secundarios bioactivos, como por ejemplo antibidticos y antifingicos (van
Bergeijk et al., 2020).

Acidobacteria, es un phylum cuyos miembros son fisiol6gicamente diversos y ubicuos,
presentes especialmente en suelos (Kielak et al., 2016; Janssen, 2006; Barns et al., 1999).
Sin embargo, pocos representantes han sido cultivados (Janssen, 2006; Hugenholtz et al.,
1998) por lo que se conoce poco aun de su rol en el medio ambiente (Kielak et al., 2016).
Se ha sugerido que sus miembros son oligotrofos, ademas de ser heterétrofos versatiles.

Esto, sumado a la presencia de Acidobacteria en suelos alrededor del mundo, sugiere
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significantes contribuciones al ciclo del carbono en el suelo (Griffiths et al., 2011; Ward et
al., 2009).

Proteobacteria, su hombre es debido a la gran diversidad de formas de los miembros de
este phylum y hace referencia al dios griego del mar Proteus, capaz de tomar muchas
formas diferentes; aunque todas son Gram-negativas y algunas Gram-variables
(Stackebrandt et al., 1988). Proteobacteria ha sido repetidamente descrito entre los phyla
dominantes tanto en suelo como en rizésfera (e.g. Terhonen et al., 2019; Rojas-Herrera et
al., 2014; Pfeiffer et al., 2013) y como parte de la microbiota core en raiz de muchas
especies vegetales (Compant et al., 2019). Se ha descrito que varios miembros del Phylum
Proteobacteria presentarian mayor predileccién por fuentes de carbono relativamente
simples o de poco peso molecular (Pérez-Jaramillo et al., 2018; Bulgarelli et al., 2013). Y
posiblemente es esta una de las razones por las que este phylum presentaria mayor
abundancia relativa en la rizésfera de cultivos modernos que en la de sus parientes

silvestres (Pérez-Jaramillo et al., 2018).

Firmicutes, del latin: firmus: fuerte o firme y cutis: piel (en este caso pared celular), la
mayoria de bacterias pertenecientes a este phylum son Gram-positivas y se caracterizan
por su capacidad de formar endoesporas resistentes a la desecacion y a condiciones
extremas

(https://www.oxfordreference.com/view/10.1093/oi/authority.20110803095819878, 2021).
El phylum Firmicutes ha sido descrito tanto en endosferas como en rizésferas de muchas
especies vegetales (e.g. Coleman-Derr et al., 2016; Edwards et al., 2015; Zarraonaindia et
al., 2015). Y ha sido ampliamente descrito como uno de los phyla dominantes en diversos
fitobiomas, i.e., compartimentos vegetales como hojas, tallo, flores, raices, etc. (Hacquard
et al., 2017; Bulgarelli et al., 2013). En un trabajo hecho con suelos tropicales se reportd
mayor abundancia relativa de este phylum durante la temporada seca que en la temporada
de lluvia (Rivera-Rivera & Cuevas, 2020). Y se ha reportado mayor abundancia relativa en
rizosfera de varias especies vegetales vs suelo no rizosférico (Trivedi et al., 2020; Muller et
al., 2016). Todo lo cual sugiere que varios de sus miembros tienen una relacién cercana

con las plantas.

Bacteroidetes, este phylum se compone de bacterias Gram-negativas, no formadoras de

esporas y que estan ampliamente distribuidas en varios ambientes. Se ha reportado que
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Bacteroidetes posee atributos copiotroficos (es mas abundante en ambientes ricos en
nutrientes) y es relativamente mas abundante en suelos con elevada disponibilidad de
Carbono (Fierer et al., 2007). Ademas, se ha descrito que presenta mayor abundancia
relativa en asociacion con variedades silvestre de plantas comparadas con sus parientes
modernos. Se especula que esto se debe a que es metabdlicamente capaz de degradar
biopolimeros complejos y carbohidratos complejos como fuente de carbono (Pérez-
Jaramillo et al., 2018). Ya que se ha reportado que las variedades modernas de trigo exudan
3 a 4 veces mas azucares "simples” comparados con variedades silvestres bajo condiciones

de estrés (Pérez-Jaramillo et al., 2018).

Thaumarchaeota, phylum del dominio Archaea, aunque se ha descrito en suelo y en
rizosfera de muchas especies vegetales (Trivedi et al., 2020; Fonseca-Garcia et al., 2016;
Hardoim et al., 2015), poco se conoce de su desempefio en la naturaleza (Trivedi et al.,
2020; Berg et al., 2017), pero se ha descrito que miembros de este phylum oxidan amonio
y participan en la nitrificacién de los suelos i.e., oxidacién del amonio a nitrito (Lemanceau
et al., 2017; Stein & Klotz, 2016; Legay et al., 2014).

1.4.4.2 EUCARIOTAS

El phylum Basidiomycota, incluye hongos productores de basidios (i.e., estructuras
microscopicas productoras de esporas sexuales) y que poseen hifas dicaridticas septadas.
Entre sus miembros se describen patdégenos vegetales (e.g., Jaber et al.,, 2014) y
simbiontes ectomicorrizicos y enddfitos (Hui et al., 2016; Hardoim et al., 2015; F. Martin et
al., 2008). Miembros de este phylum han sido reconocidos por su gran capacidad de

degradar lignina (Dimitrios et al., 2012).

Ascomycota es un phylum de hongos con micelio tabicado, productores de ascosporas
(estructura similar a una bolsa desarrollada en la fase sexual), pueden ser unicelulares o
taléfitos. Han sido aislados en una gran diversidad de lugares y ambientes. Entre sus
miembros se describen patdgenos vegetales (e.g., Baldwin et al., 2014) y simbiontes tanto
ectomicorrizicos como endéfitos (Terhonen et al., 2019; Hardoim et al., 2015; Parniske,
2008).
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Se ha descrito gue hongos del phylum Basidiomycota presentan mayor abundancia relativa
en suelo mientras que los del phylum Ascomycota son mas abundantes en compartimentos
vegetales i.e., rizosfera y endéfitos; esto en ambientes templados (Terhonen et al., 2019;
Hui et al., 2016). Por el contrario, se ha descrito dominio de Ascomycota en varias especies
vegetales en ambientes semiaridos, y se ha propuesto que esta sea una caracteristica
diferenciadora en estos ambientes (Coleman-Derr et al., 2016; Fonseca-Garcia et al., 2016;
Porras-Alfaro et al., 2011).

Glomeromycota es descrito como un phylum “fésil” ya que ha permanecido asociado con
plantas y morfolégicamente inalterado por mas de 400 millones de afios (Hartmann et al.,
2009; Parniske, 2008). Se ha sefalado que cerca del 80% de las plantas en nuestro planeta
hoy en dia estan asociadas a hongos endomicorrizicos del phylum Glomeromycota
(Schlaeppi et al., 2016; Zeilinger et al., 2016). Cordia dodecandra, tal vez sea un arbol
endomicorrizico (capaz de formar asociaciones tipo VAM, Vesicular Arbuscular Micorrizae)
i.e., las hifas fingicas son intracelulares y la asociacién simbiotica, como ha sido sefialado
por Huante y colaboradores (1993) para Cordia alliodora. Ha sido sugerido por Reuter
(2005) que debido a la cercania filogenética, muy probablemente estas especies

compartirian esta caracteristica.

1.5. METAGENOMICA
1.5.1. GENERALIDADES

Mientras que la microbiologia tradicional se sostiene en el cultivo de microorganismos, el
desarrollo de potentes herramientas de secuenciacion ha permitido ampliar el espectro y
alcance de los andlisis pudiendo abarcar a aquellos microorganismos que en condiciones
de laboratorio no son, o no han podido, ser cultivados. Analizando las secuencias sobre
todo de los genes 16S rRNA y 18S rRNA para procariotas y las regiones ITS para hongos,
se ha observado una enorme biodiversidad que permanecia oculta mediante las técnicas

microbioldgicas estandar (Hugenholtz et al., 1998).

El término metagendmica (“metagenomics” en inglés) fue utilizado por primera vez en 1998
y el mismo hace referencia a la idea de que analizar la coleccion de genes secuenciados
de un medio ambiente podria ser analogo a un genoma unico. En 2005, Chen y Pachter

definieron la metagendmica como “la aplicacion de técnicas gendmicas modernas al estudio
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de comunidades microbianas, sin la necesidad de aislamiento y cultivo en laboratorio de

especies individuales de microorganismos” (Chen & Pachter, 2005).

Estos genes utilizados en la identificacion de especies han sido descritos como “barcodes”
haciendo alusion a un cédigo identificador comun en aquello de lo cual se quiera conocer
sus caracteristicas (e.g. el precio de un producto). Son secuencias de ADN estandarizadas
gue permite discernir la identidad de un amplio espectro de especies gracias a primers
aplicables a estas especies. Y con respecto a una “base de referencia” generada por
expertos, depositada en colecciones bioldgicas y asociada a metadatos validados por
cromatogramas de secuencias disponibles en linea. Se entiende que el codigo de barras
es Optimo cuando una secuencia es constante y Unica para una especie (Schoch et al.,
2012).

1.5.2. SECUENCIACION

La principal herramienta en los estudios de metagenémica computacional es la
secuenciacién del ADN ambiental (eDNA). Dicho proceso resultaba extremadamente
costoso y engorroso y por tanto inaccesible para la gran mayoria de los laboratorios
interesados. Mas con el desarrollo de las secuenciaciones de nueva generaciéon NGS (Next
Generation Sequencing) lo que tomaba realizar 10 afios (secuenciar por ejemplo el genoma
humano) (Noble, 2003) hoy es posible lograrlo en menos de un dia. Todo esto acomparfiado,
ademas de la secuenciacién propiamente mas eficiente y de poderosas herramientas
bioinformaticas, que hacen posible la limpieza, el ensamblado y anotacion de las

secuencias obtenidas (Rodriguez-Santiago & Armengol, 2012).

Miseq, de lllumina, hoy en dia se ha convertido en una de las plataformas de secuenciacion
mas ampliamente utilizadas debido principalmente a la enorme cantidad de informacién que
es posible obtener en una corrida (hasta 15 Giga bases de informacién) y al muy bajo costo

por base secuenciada (Ravi et al., 2018).

La plataforma Miseq acoplada a una PCR previa para amplificar secciones particulares del
genoma de todos y cada uno de los miembros del conjunto de microorganismos ha sido
una de las principales estrategias en los estudios metagendmicos, ya que con la

amplificacion de secuencias del gen 16S rRNA en procariotas, asi como ITSs en eucariotas,
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es posible aumentar la visibilidad de aquellos microorganismos que sin la mencionada

amplificacién no seria posible observar.

Las secuencias 16S rRNA (el RNA ribosomal 16S es uno de los componentes de la
subunidad ribosomal procario6tica 30S, la cual se une a la secuencia Shine-Dalgarno,
AGGAGG) ha sido utilizada como reloj molecular, ya que por su particular naturaleza,
presenta secciones en su secuencia de distinta velocidad de cambio evolutivo, desde
regiones muy conservadas a muy variables entre especies y ha facilitado relacionar
filogenéticamente los microorganismos estudiados (Pace et al., 1986). Hoy en dia es
posible definir estas secuencias utilizando la analogia con el codigo de barras.

El estudio del gen 16S rRNA es hoy en dia el “Gold Standar’ en los estudios
microbioldgicos-ecoldgicos, principalmente por el amplisimo banco de datos con

secuencias de él con que se cuenta y a su comportamiento preciso como reloj molecular.

Por otro lado, tenemos a las ITS, (por sus siglas en inglés Internal transcribed spacers) que
son secuencias espaciadoras situadas entre las subunidades cortas y largas de ADN
ribosomal. La ITS es la region de ADN mas ampliamente secuenciada en ecologia
molecular de hongos (Peay et al., 2008) y ha sido recomendada como la secuencia

“barcode” fungica universal (Schoch et al., 2012).
1.5.2.1. ILLUMINA

El método de secuenciacion, generalmente referido como barcoding (c4digo de barras) esta
basado en la tecnologia Illumina y se puede dividir en 4 diferentes procesos; i) la
preparacion de las muestras; ii) la generacion de clusters; iii) la secuenciacién propiamente
y; iv) el analisis de los datos. Toda la informacion en esta seccién asi como las figuras estan
disponibles en el curso ofrecido por la misma empresa illumina®
(https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/courses/sequencing-illumina-

technology-wbt-esp/story_html5.html?iframe, 2020).

La preparacién de la muestra presenta variaciones con respecto al material particular de
estudio y al fin del estudio. Pero esta preparacion incluye amplificacion por PCR de las
regiones de interés (16S rDNA e ITS) en las muestras de ADN a secuenciar. Se agregan a

estos fragmentos tres adaptadores, uno que se unira a la celda de reaccion, otro que hara
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de codigo de barras para la identificacion de la procedencia de la secuencia generada, es
decir, para asociar la secuencia con la muestra analizada; y un ultimo fragmento que servira
para unién de los cebadores al momento de la secuenciacion. Las librerias generadas

terminaran viéndose como se muestra en la figura 1.4.
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Figura 1.4 Esquema de las bibliotecas de ADN al final de la preparacion de las muestras. Fuente:
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/courses/sequencing-illumina-technology-
wbt-esp/story_html5.html?iframe

La generacion de clusters es el proceso por el cual se generan miles copias de cada
fragmento de la biblioteca generada en la preparacion de las muestras ya en las celdas de

reaccion. Luego de este proceso las muestras estan listas para la secuenciacion.

La tecnologia de secuenciacién de illumina es conocida como SBS (por sus siglas en inglés
sequencing by synthesis) o secuenciacion por sintesis. Esto es, que se obtiene una sefial
cuando se agrega a la cadena de sintesis un nucleétido a la vez, esta sefial es registrada y

asi se obtiene la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN.

En el paso final, el andlisis de datos, se obtienen las secuencias propiamente de los
fragmentos analizados con sus correspondientes valores de calidad para cada base y
finalmente estos datos se exportan en diferentes formatos para el tratamiento e

interpretacion de los mismos por parte de los investigadores.
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1.5.3. HERRAMIENTAS INFORMATICAS

En el andlisis de datos generados en la secuenciacion de muestras medio ambientales se
cuenta con la valiosa ayuda de herramientas bioinforméticas poderosas que permiten
realizar diferentes andlisis, como, por ejemplo, asignar OTUs (binning), calcular indices
ecoldgicos, construir arboles filogenéticos entre otras. Los conjuntos de herramientas mas
importantes y utilizados para el andlisis de secuencias metagendémicas obtenidas por
barcode son la “Ribosomal database project” (RDP), MG-Rast y QIIME. Estos, ademas de
contar con las herramientas mencionadas cuentan con tutoriales para facilitar su uso y son
gratuitos, aunque dependiendo del tamafio de los archivos de datos ingresados y del trafico

en su pagina, los andlisis pueden a ser relativamente tardados.
1.5.3.1. Ribosomal database project (RDP)

RDP, es una plataforma informatica que cuenta con una base de datos especializada en
secuencias ribosomales, servicio de andlisis de datos y programas asociados
(https://rdp.cme.msu.edu/; Maidak et al., 1997). Asi también la mayoria de sus herramientas
son modulares y “open source” lo cual permite descargarlos, modificarlos y utilizarlos en

servidores propios.
1.5.3.2. QIIME

QIIME (en inglés, Quantitative Insights Into Microbial Ecology) es una plataforma
informatica, también “open source”, que permite limpiar, analizar y procesar secuencias de
ADN medio ambiental crudas. Ofrece una amplia gama de herramientas para limpieza de
secuencias, asignacion taxondmica, filogenética, andlisis de diversidad y abundancia de
especies entre otros. A igual que RDP es de uso gratuito mas no cuenta con una base de
datos propia, pero existen y se actualizan constantemente bases de datos especializadas
en secuencias ribosomales de arqueas, bacterias y hongos por la comunidad de usuarios
(QIIME, n.d.; QIIME 2, n.d.).
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JUSTIFICACION

Se han reportado diferencias en las caracteristicas fenolégicas y morfolégicas de arboles
de C. dodecandra crecidos en dos ecosistemas distintos: (i) las zonas de selva poco
perturbada del estado de Yucatan y (ii) los huertos familiares rurales, donde el impacto
humano es fuerte, sobre todo porque con frecuencia se desechan desperdicios organicos
e inorganicos y agua residual directamente sobre el suelo, se llevan a cabo ocasionalmente

practicas de limpieza, asi como de quema, pastoreo y riego.

A pesar de que no existe intencionalidad manifiesta en el riego y cuidado del ciricote en las
poblaciones crecidas en huertos (i.e. limpieza de malezas de los patios y riego con agua
del lavado de ropas y trastes de cocina), estas actividades parecen influenciar el desarrollo
de los arboles crecidos en los huertos familiares, en comparacién con aquellos crecidos en
estado silvestre. Reuter y colaboradores (2008), en el contexto de un estudio de varios
arboles importantes para los pobladores de Yucatan, sugieren que el riego es el factor mas
importante que determina las diferencias en el crecimiento y desarrollo del ciricote, y en
cambio no reportan diferencias significativas relacionadas con el tipo de suelo, ni con el
aporte externo de minerales como P, Mn y Zn, a pesar de ser reportados niveles bajos de

estos en los suelos yucatecos estudiados.

La microbiota asociada a las plantas tiene gran influencia en el desarrollo vegetal, como se
ha observado y descrito en los Ultimos afios con el surgimiento de las poderosas
herramientas metagenémicas. La microbiota de la rizGsfera suele verse fuertemente
afectada por las condiciones de la planta hospedera (Compant et al., 2019), por lo que al
ser estas distintas, es de esperar que su estructura también se modifique. Es tal la
importancia de esta relacién planta-microbiota que no pocos autores consideran a las
plantas y sus microbiotas asociados como un todo cuyo estudio debe ser abordado como
tal; Simon y colaboradores (2019) los definen como un holobionte y a sus genomas (los
genes del hospedero y el metagenoma de la microbiota) como el hologenoma o genoma

del holobionte.

Por lo comentado, resulta interesante conocer las posibles diferencias entre la estructura

de la comunidad microbiana asociada a la rizésfera de arboles de ciricote crecidos en dos
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condiciones: con riego y sin riego. Asi como en las dos temporadas del afio mas disimiles

en cuanto al agua de lluvia que cae.

El presente proyecto se enmarca en un proyecto mas amplio, en el que también se
analizaran los factores ecoldgicos y de gendémica funcional, asociados al desarrollo de C.
dodecandra en ecosistemas de selva y huerto, en el estado de Yucatan. Esto con el
propdsito de avanzar en el entendimiento de las caracteristicas y plasticidad de los arboles
multipropdsito mas importantes para los pobladores mayas de las zonas rurales del estado.

Los resultados de este proyecto ayudardn a avanzar en el entendimiento de la relacién
entre uno de los arboles multiproposito mas importantes para los pobladores mayas de las
zonas rurales de Yucatan y su microbiota rizosférica. Adicionalmente constituiran un marco
de referencia para comparar estudios posteriores, en caso de que el proceso de
domesticacion de las poblaciones de huerto de C. dodecandra avance y con él se
modifiquen sus comunidades microbianas. Cabe afiadir que los andlisis por metabarcoding
de la microbiota rizosférica de arboles tropicales son alin muy escasos, al igual que los
estudios que conjunten el analisis de las comunidades bacterianas y flngicas, por lo que
este proyecto también podra ser util en trabajos futuros para identificar si tienen

caracteristicas microbianas particulares.
PREGUNTAS PRINCIPALES

I. ¢ Existen diferencias en la estructura de la microbiota rizosférica de C. dodecandra entre

(i) una poblacién de arboles con riego y (ii) una poblacion sin riego?

Il. ¢Hay una diferencia en la estructura de la microbiota rizosférica de los arboles de C.

dodecandra, entre la temporada de lluvias y la de secas analizadas?
HIPOTESIS

l. Existen diferencias en la estructura y diversidad de la microbiota de rizésfera de

arboles de ciricote con riego y sin riego.

Il. Las condiciones ambientales como son la disponibilidad de agua por la temporada
de lluvias, ejercen cambios en la estructura de la microbiota de la rizésfera de arboles de

C. dodecandra crecidos sin riego y no en la poblacion crecida con riego.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar y comparar las comunidades bacterianas y fungicas asociadas a la rizésfera de
Cordia dodecandra en dos condiciones de crecimiento y en dos temporadas del afio, para
contribuir en el entendimiento del impacto que tienen estos factores en las comunidades

microbianas de la rizésfera de los arboles.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Comparar mediante un andlisis por metabarcoding, la estructura, riqueza, equidad
y diversidad de comunidades procariotas y microeucariotas presentes en la rizosfera de C.
dodecandra, entre una poblacién de arboles crecidos con riego y otra sin riego, ambas en
dos temporadas del afo (lluvias y secas).

. Analizar el posible papel de los OTUs mas abundantes en la microbiota de la
rizosfera de C. dodecandra, en funcion de los habitats y temporadas del afio.

. Analizar las caracteristicas de las comunidades estudiadas en relacion con las

propiedades del suelo.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
2.1 DESCRIPCION DE LOS LUGARES Y TEMPORADAS DE MUESTREO

Se llevaron a cabo dos muestreos, uno en temporada de secas (abril) y otro en temporada
de lluvias (octubre) del afio 2020. Ambos muestreos se realizaron dentro de la demarcacion
del rancho “Los Juanes” (latitud 20°58", longitud 89°38"), en la localidad de Xmatkuil, a
aproximadamente 15.5 km al sur de la ciudad de Mérida en el estado de Yucatan, México
figura 2.1.

Los sitios de estudio fueron dos plantaciones de ciricote, una “sin riego”: con minima
manipulacion humana, sin limpieza de malezas y sin riego, el suelo fue clasificado como
cambisol rojo (profundidad intermedia 225cm), en donde no se apreciaron afloraciones
rocosas; y “con riego”: arboles regados por el sistema de aspersion dos veces a la semana
durante la temporada seca, sin limpieza de malezas, pero con siembra de pastos, donde
eventualmente, entran borregos a pastorear, el suelo fue clasificado como leptosol negro
(profundidad <25cm), en donde eran observables las afloraciones rocosas en el terreno

figura 2.2.

Figura 2.1 Punto de muestreo. A. México, se resalta el Estado de Yucatan. B. Estado de
Yucatan, se resalta la ciudad de Mérida. C. Mérida, se resalta la comisaria de X matkuil.
D. X"matkuil, se resalta el punto de muestreo, Rancho “Los Juanes”. E. Imagen satelital
del Rancho “Los Juanes”, en circulo rojo se sefiala el sitio de los arboles sin riego y en
amarillo el sitio de los arboles con riego. Imagenes tomadas de Google maps.
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Todos los arboles fueron plantados en el 2003, en el marco del proyecto de Reuter y
colaboradores (2008), por lo que contaban con 17 afios al momento de este estudio. Por lo
que, ya habian sido previamente caracterizados en cuanto a su crecimiento y el efecto del

riego, como parte de aquel estudio llevado a cabo por Reuter y colaboradores (2008).

Figura 2.2 Puntos de muestreo. A. Foto del sitio de muestreo de los arboles
correspondientes al grupo “con riego”. B. Foto del sitio de muestreo de los arboles
corespondientes al grupo “sin riego”.

2.2 COLECTA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUELO Y RIZOSFERA

Utilizando guantes, cubre bocas, gorras, asi como materiales y herramientas previamente
esterilizadas, se tomaron muestras de la rizésfera y el suelo circundante de arboles de

ciricote crecidos “con riego” y “sin riego”

Se tomaron muestras de raices finas de 5 arboles de ciricote, asi como del suelo

circundante, en cada condicién.

Las muestras de suelo distaron del arbol de ciricote seleccionado no mas de 1 metro de
distancia y se colectaron a una profundidad de entre 5y 10 cm. Primeramente se removi6
la capa superficial de materia organica (hojas, raices, palos, etc.) que pudiera estar
presente; se excavo con ayuda de una pala de mano y en algunas ocasiones de picos, a

fin de ablandar el suelo y retirar las piedras que pudieran interferir en el muestreo.

Las muestras de raices se tomaron cuidando que estas correspondieran efectivamente al
arbol de ciricote en particular, ubicando la raiz principal, se excavé siguiendo la direccion

de crecimiento hasta encontrar raices tuvieran un didmetro menor a 5 mm, ya que estas
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son las que se encuentran mas activas en su interaccion con la rizésfera figura 2.3
(Pregitzer, 2002).

Figura 2.3. Muestreo de raices. Se sefialan Ias raices que nacen de
una raiz principal proveniente del arbol de ciricote muestreado.

Las muestras de suelo y raiz colectadas fueron colocadas en bolsas plasticas herméticas,
etiguetadas, como se observa en la figura 2.4 y transportadas al laboratorio en hieleras para
mantenerlas a ~ 4° C. En el laboratorio, las muestras fueron conservadas en refrigeracion

por no mas de tres dias, hasta su procesamiento.

Figura 2.4. Colecta de raices y codlflcaC|on de muestras
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A fin de obtener la rizésfera, las raices fueron sacudidas vigorosamente en el lugar de
muestreo para asi retirar toda la tierra que no estuviera firmemente adherida a ellas (y que
por ello podria no tratarse de rizosfera). En el laboratorio, las raices fueron cepilladas con
cepillos nuevos a fin de retirar de la superficie de las raices la rizosfera figura 2.5.
Unicamente fue colectada la tierra que se desprendié del cepillado de las raices colectadas,
ademas, el suelo que quedo6 en las bolsas, una vez retiradas las raices, fue también
descartado.

Figura 2.5. Obtencion de suelo rizosférico mediante
cepillado de raices.

Se prepar0d una muestra compuesta por cada condicion con las 5 réplicas. Se obtuvieron
muestras compuestas de suelo y de rizosfera, correspondientes a cada una de las cuatro
condiciones a estudiar: con riego-temporada seca, sin riego-temporada seca, con riego-
temporada de lluvias y sin riego-temporada de lluvias. Para la preparacion de la muestra
compuesta de suelo, se tomaron aproximadamente dos gramos de cada una de las cinco
réplicas y se mezclaron. En el caso de las muestras compuestas de rizosfera, se mezclo la
totalidad de la rizésfera obtenida en el cepillado de raices de los cinco arboles muestreados
de cada condicion.
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2.3 ANALISIS DE LAS PROPIEDADES DE LAS MUESTRAS DE SUELO

El andlisis de las propiedades de las muestras de suelo se llevé a cabo en el “Laboratorio
de Analisis de Suelos, Plantas y Agua (LASPA)” del Campus de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CCBA) de la Universidad Autébnoma de Yucatan (UADY).

En estas muestras se midieron: concentracion molar de los cationes, Sodio (Na cmol*/Kg),
Potasio (K cmol*/Kg) y Calcio (Ca cmol*/Kg) por el método de la llama (Helmke & Sparks,
1996); conductividad eléctrica (CE dS/cm) por medicion directa del sobrenadante de una
solucion suelo-agua 1:5 (Rhoades, 1996); porcentaje de carbonatos (Carbonatos %) por el
método de disolucion en &cido acético (Loeppert & Suarez, 1996); carbono organico total
(C %) por el método de Walkley y Black (Nelson & Sommers, 1996); Nitrogeno total (Ntotal
%) por el método de Kjendhal (Bremner & Sparks, 1996); Fosforo (P, mg/Kg) por el método
de Olsen (Kuo, 1996); acidez (pH) por medicion directa, con un potenciémetro, de la
muestra en agua 1:2 (Thomas, 1996); potencial REDOX (mV) por medicién directa, con un
electrodo de calomelano, de la muestra en agua 1:2 (Patrick et al., 1996); finalmente, el
analisis de textura o andlisis del tamafio de las particulas por el método Bouyocus o del
densimetro (Gee & Bauder, 1986). Todas las metodologias utilizadas se detallan en el
Manual de técnicas del Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas y Agua (LASPA) (ver

anexo 1).

2.4 EXTRACCION, CONTROL DE CALIDAD Y CALCULO DE LA CONCENTRACION
DE ADN

El ADN metagendmico de las muestras de suelo y rizosfera fue aislado a partir de 250 mg
de la muestra correspondiente con un paso previo de hidratacién con 400 ul de buffer TE
(Tris-HCI, EDTA) pH 8. Una vez hidratadas, las muestras fueron centrifugadas a 10000rpm
por 30 segundos y el sobrenadante fue removido y descartado. Utilizando el PowerSoil™
DNA isolation kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA) se procedi6é a extraer el
ADN de las muestras de suelo siguiendo las indicaciones del fabricante; el paso final de

eluciéon del ADN se llevo a cabo con 100 pL de agua destilada estéril, incluida en el kit.

La concentracion aproximada del ADN, asi como su calidad fueron analizados por

comparacion de la intensidad de bandas en un gel de agarosa al 1 %, utilizando el marcador
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de masa y peso molecular Thermo Scientific™ O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus,

ready-to-use (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA).

El gel de agarosa se prepar6 con 30 ml de buffer TAE 1x, 0.3 g de agarosay 1 ul de Bromuro
de Etidio. En cada pocillo se cargaron 10 yl de muestra y 5 ul del colorante de carga 6X
Thermo Scientific TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA). Los geles se corrieron a 90 V por 40 minutos y fueron revelados en

un transiluminador UV.

2.5 SECUENCIACION DE AMPLICONES, TRATAMIENTO INFORMATICO, INDICES
ECOLOGICOS Y CURVAS DE RAREFACCION Y ASIGNACION TAXONOMICA
2.5.1 Secuenciacién de amplicones

Se enviaron a secuenciar aproximadamente 200 ng del ADN metagenomico de cada una
de las muestras compuestas. Los IDs se detallan en el cuadro 2.1.

| Cuadro 2.1 Orden, codificacién y leyenda de las librerias de trabajo |

# Cddigo Nombre

1 SueCRSec-B Bacteria Suelo Con Riego Temporada Seca

2 SueSRSec-B Bacteria Suelo Sin Riego Temporada Seca

3 RizCRSec-B Bacteria Riz6sfera Con Riego Temporada Seca
4 RizSRSec-B Bacteria Riz6sfera Sin Riego Temporada Seca
5 SueCRLIu-B Bacteria Suelo Con Riego Temporada Lluvia

6 SueSRLIu-B Bacteria Suelo Sin Riego Temporada Lluvia

7 RizCRLIu-B Bacteria Rizosfera Con Riego Temporada Lluvia
8 RizSRLIu-B Bacteria Riz6sfera Sin Riego Temporada Lluvia
9 SueCRSec-F Hongo Suelo Con Riego Temporada Seca

10 SueSRSec-F Hongo Suelo Sin Riego Temporada Seca
11 RizCRSec-F Hongo Rizésfera Con Riego Temporada Seca

12 RizSRSec-F Hongo Rizésfera Sin Riego Temporada Seca
13  SueCRLIu-F Hongo Suelo Con Riego Temporada Lluvia

14  SueSRLIu-F Hongo Suelo Sin Riego Temporada Lluvia

15 RizCRLIu-F Hongo Rizésfera Con Riego Temporada Lluvia
16 RizSRLIu-F Hongo Rizésfera Sin Riego Temporada Lluvia

La secuenciacion de las muestras fue llevada a cabo en el laboratorio RTL Genomics a
division of Research and Testing Laboratories ubicado en Lubbock, Texas, Estados Unidos
de América. La secuenciacion se llevo a cabo en la plataforma lllumina MiSeq Pair End-
300pb. Las regiones amplificadas fueron; para procariotas (muestras identificadas por “-B”
de bacteria), la region V3 y V4 del gen 16SrDNA, mediante el uso de los primers 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT); y para
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eucariotas (muestras identificadas por “-F” de Fungi), la regién ITS 2, mediante los primers
ITS3F (GCATCGATGAAGAACGCAGC) y ITS4R (TCCTCCGCTTATTGATATGC).

2.5.2 Tratamiento informatico

Las secuencias procaridticas (terminacion -B) y eucaridticas (terminacion -F) fueron

analizadas bioinformaticamente por separado.
2.5.2.1 Procariotas

Entre los servicios ofrecidos, el laboratorio RTL facilita secuencias pre-procesadas i.e.
retiradas las porciones de mala calidad y emparejados los archivos forward con su
correspondiente reverse y finalmente retiradas las quimeras que se hubieran formado en el
proceso de secuenciacion. Fue éste el punto de partida del presente analisis para el grupo
de procariotas.

Las secuencias procaritticas fueron demultiplexadas de acuerdo a los codigos de barra que
identificaban cada muestra y seguidamente fueron removidos los cédigos de barra
utilizados en el servidor publico Galaxy (https://usegalaxy.eu/) mediante la herramienta

split_libraries.py, Galaxy Version 1.9.1.0, de la pipeline QIIME1 (Caporaso et al., 2010).

Posteriormente, a fin de facilitar la manipulacién de las secuencias, estas fueron
dereplicadas (proceso que consiste en agrupar todas las secuencias idénticas en una a fin
de reducir el costo computacional de su manipulacion) y clusterizadas (Las secuencias son
agrupadas de acuerdo a un minimo de similitud a fin de obtener los “OTUs”) por un lado al
97% y por otro al 80%, mediante las herramientas vsearch dereplicate-sequences y vsearch
cluster-features-closed-reference del pipeline QIIME2 (giime2-2019.10), e instaladas en el
sistema de suUper computo “Hobon” del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY) (Bolyen et al., 2019; Rognes et al., 2016).

2.5.2.2 Eucariotas

En las muestras del grupo de eucariotas se obtuvieron porcentajes muy bajos de retencion
de secuencias con el procesamiento para procariotas (ver anexo 2). Esto podria deberse a
la mayor retencién de secuencias en el paso de deteccidon y remocién de secuencias por

errores de amplificacién o formacién de quimeras, ya que la region de los ITSs se
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caracteriza por su gran variabilidad en las secuencias y en la longitud (y variaciones en la
longitud) de homopolimeros presentes en la region amplificada, que podrian llevar a estos
errores de secuenciacion o de interpretacion como errores por los softwares encargados de
ello (Tedersoo et al., 2018).

Por lo mencionado, las bibliotecas de eucariotas fueron manipuladas por un camino
alternativo. En primer lugar, se evalué la calidad de los archivos crudos usando el reporte
gue arroja QIIMEZ2 (qgiime2-2019.10) al importar las secuencias crudas (Bolyen et al., 2019).
Se determinaron los puntos de corte en las posiciones 289 para los reads forward y 219
para los reverse (con el objetivo que la calidad de Phred de las bases fuera superior a 25)

(ver anexo 3).

De los reads crudos, fueron retiradas las porciones de mala calidad (Phred <25) y los
primers; ademas fueron emparejados los archivos forward con sus correspondientes
reverse y retiradas las quimeras. Todo ello con el programa DADAZ2 de la plataforma QIIME
2 (giime2-2019.10) instalada en el sistema de super cémputo “Hobon” del CICY (Bolyen et
al., 2019; Callahan et al., 2016).

2.5.3 Indices ecologicos y curvas de rarefaccion

Se calcularon los indices de riqueza (Chao_1), similitud (Pielou) y diversidad (Shannon H’)
para cada comunidad microbiana, con la herramienta giime diversity alpha (Bolyen et al.,
2019; McDonald et al., 2012). Las curvas de rarefaccion se construyeron con la herramienta

giime diversity alpha-rarefaction (Katoh & Standley, 2013; Price et al., 2010).
2.5.4 Asignacion taxondmica

Seguidamente, se realiz6 la asignacion taxonémica de las secuencias con la base de datos
SILVA (SILVA ribosomal RNA gene database project) en su version 132, generada por
miembros de la comunidad de usuarios de Qiime2, la cual es la mas utilizada y es

regularmente actualizada (Quast et al., 2013).

Para eucariotas se utilizé el clasificador UNITE (UNITE QIIME release for Fungi) en su
version 8.2 20-02-2020 (Abarenkov et al., 2020).
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Esta asighacién taxondmica fue visualizable en una tabla dindmica con la herramienta giime
taxa barplot, la cual fue descargada en formato “csv” y convertida en planilla Excel para

facilitar su manipulacion e interpretacién (Bokulich et al., 2018; Pedregosa et al., 2011,

McKinney, 2010).
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CAPITULO Il
RESULTADOS
3.1 ANALISIS DE LAS PROPIEDADES DE LAS MUESTRAS DE SUELO

En el cuadro 3.1 se resumen los resultados de las propiedades de las muestras de suelo
analizadas. Los andlisis se realizaron en 5 muestras de suelo individuales y los valores
obtenidos fueron promediados segun el grupo correspondiente. Las tablas de datos
completas (valores individuales de cada muestra, sus promedios y desviacion estandar se

detallan en la seccién de anexo 4.

Cuadro 3.1 Propiedades de las muestras de suelo asociadas a dos plantaciones
de Cordia dodecandra (con riego y sin riego) en dos temporadas del afio (secas

y lluvias).

Muestra Sin Riego Con Riego
Temporada Se