UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION DE CARRERAS AGRONOMICAS

DEPARTAMENTO DE AGROECOLOGIA

Microbioma rizosférico bacteriano de mezquite, efecto de la orientacion cardinal
Por:

Suyevi Yenire Escalante Lopez

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL TiTULO DE:

INGENIERO EN AGROECOLOGIA

Torredn, Coahuila, México

Diciembre 2023



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

DIVISION DE CARRERAS AGRONOMICAS
DEPARTAMENTO DE AGROECOLOGIA

Microbioma rizosférico bacteriano de mezquite, efecto de la orientacion cardinal

Por:
Suyevi Yenire Escalante Lopez
TESIS

Que se somete a la consideracion del H. Jurado Examinador como requisito parcial

para obtener el titulo de:

INGENIERO EN AGROECOLOGIA

s Aprobada por:
TN B

Dr. Jesus Vasquez Arroyo M.C. Eduardo Blanco Contreras
Presidente Vocal
M’.‘C.“Gegdo Zapata Sifuentes Dra. Alejandra Cabrera Rodriguez

Vocal
Dr. J. Isabel M%{é\Me q

Torreén, Coahuila, México
Diciembre 2023



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

DIVISION DE CARRERAS AGRONOMICAS
DEPARTAMENTO DE AGROECOLOGIA

Microbioma rizosférico bacteriano de mezquite, efecto de la orientacion cardinal
Por:

Suyevi Yenire Escalante Lépez

TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO EN AGROECOLOGIA

Aprobada por el Comité de Asesoria:

Dr. Jesus Vasquez Arroyo M.C. Eduardo Blanco Contreras

Asesor i/{ Coasesor

Dra. Alejandra Cabrera Rodriguez
ANTONIO NARRO “Ag>
~ 0. v

Coasesor

Dr. J. Isabel I)?éiquez Mendoza ——

Coordinador de la Division de Carreras Agronémicas

Torredn, Coahuila, México
Diciembre 2023



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a dios por permitirme llegar hasta donde estoy, por acompafarme y darme
fuerzas cuando yo ya no podia, darme salud y perseverancia para poder terminar este

proyecto.

Valoro principalmente a mis padres por todo el apoyo, carifio y amor que me brindaron
todos estos afos de carrera, por los sacrificios que tuvieron que hacer y que pase a la
distancia estuvieron para mi siempre. A mis hermanos por sus consejos y animos

dados que fueron un pilar para mi cuando estaba a punto de rendirme.

A mis amigos por brindarme su amistad y compafia. Por acompafiarme en momentos

dificiles fuera de casa, por sus consejos y palabras de aliento.

A mis maestros por guiarme y asesorarme en todo el transcurso de la carrera, por
animarme a ser mejor profesionista y compartirme mucho de sus ensefianzas. Pero
agradezco principalmente al Dr. Jesus Vasquez Arroyo por la paciencia, apoyo
incondicional, por los consejos y animos que me ayudaron para poder llevar a término

este proyecto.

A la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro por abrirme las puertas de sus
instalaciones y asi llevar a cabo mi formacién académica, poder superarme y adquirir

conocimientos que llevare conmigo siempre.



DEDICATORIA

Mis padres
Francisco Escalante Barrios
Mariolinda Carolina Lépez Roblero

Esta tesis va dedicado a mis padres, gracias por todo el apoyo brindado, por ayudarme
a salir adelante, por darme todo el amor del mundo, por ser el motor de todo lo que
hacia, la ayuda recibida de ustedes fue incondicional. Mi madre con todo el amor que
me brindo me hizo seguir adelante y mi padre con cada uno de sus consejos me

hicieron recapacitar y ser mejor persona.
Mis hermanos

Wiliam Romeo Escalante Lopez
Francisco Adrian Escalante Lépez
Heydi Flavia Escalante Lopez

Nayeli Berenice Escalante Lopez

Cada uno de ustedes ayudo para que hoy en dia sea la persona que soy, todos los
consejos que me dieron, apoyo, carifio, amor y regafios hicieron que todos estos afios
valieran la pena, el amor que tengo hacia ustedes es enorme y les agradezco de todo
corazon todo lo que me han dado.

Especialmente a mi hermano Francisco Adrian Escalante Lopez, ta fuiste un
apoyo demasiado grande, estaré eternamente agradecida por todo lo que has hecho

por mi.

Este logro no es solo mio, es de todos ustedes familia.



RESUMEN

El desarrollo del mezquite se ha dado en las zonas é&ridas y semiaridas de México,
colocandola como una de las pocas plantas que pueden sobrevivir por si sola. Ademas
de ser una planta en la que se encuentran la mayor cantidad de nutrientes y de
microorganismos. El objetivo del estudio fue identificar las comunidades bacterianas
que se encuentran en el microbioma de suelos con siembra mezquites. El siguiente
trabajo se realizé en huertas de mezquites, ubicadas en el municipio de San Pedro,
Coahuila de Zaragoza, México. Se buscé demostrar la existencia de diferencias en la
diversidad del microbioma de suelos con diversas caracteristicas: mala produccién de
vainas (MP), buena produccion de vainas (BP) y en suelos sin vegetacion (S); teniendo
en cuenta tres sitios de muestreo; A) bosque juvenil con manejo de alrededor de 20
afios, (MP Y BP) y B) bosque afioso sin manejo mayor a 40 afios. Se utilizé el MGlinux
1.46 para obtener los resultados, encontrando un total de 17 Phyla, 55 clases y 638
géneros; de éstos sobresalieron principalmente: Tepidisphaera, Sphingomonas,
Geodermatophilus, Microvirga, entre otros. Los analisis de diversidad o no presentaron
diferencias estadisticas significativas entre grupos, no obstante, fue en la diversidad
B donde resultaron diferencias altamente significativas (P=0.002) y se constata por los
andlisis de componentes principales. Se puede decir que la abundancia de las
bacterias es diferente por el manejo que estos reciben, ya que se mantiene el capital

natural constante.

Palabras clave: rRNA 16S, Mezquite, Microbioma, Suelo
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Con el paso de los afios la probleméatica contemporanea de la produccion ha
tomado otro camino y se transformé de una dimension técnica a una dimension mas
social, econdmica, politica, cultural y por supuesto ambiental. Es decir, que hoy en dia
la preocupacion principal es que la agricultura sea mas sustentable (Altieri y Nichols,
2000).

De acuerdo con Abbona y Sarandon (2014), para poder lograr una agricultura
sustentable se necesita mantener el capital natural constante, asi como también la
calidad de los recursos, esto como responsabilidad que tenemos con las siguientes
generaciones. Lo anterior implica que, en el caso del suelo, si queremos que se
mantenga su productividad debemos de ser constantes en la cantidad y la calidad de
los nutrientes. Para que esto se logre es importante estudiar el ciclo y flujo de nutrientes
con un enfoque sistémico, que nos ayude a comprender los procesos principales que

suceden y el efecto que las distintas formas de agricultura y el uso tienen sobre ellos.

En el suelo se encuentran diferentes comunidades microbianas que se
hospedan y nutren del mismo, tales como hongos, bacterias, algas, protozoos
actinomicetes nematodos, etc., estos microorganismos son muy importantes en el
ciclado de nutrientes, conversiones biolégicas, formacion de humus, mantenimiento de
ecosistema y otras actividades enfocadas en la vida y productividad de las plantas. La
interaccién que tiene los microorganismos de las plantas con el suelo, ayuda a poder
conservar la agricultura sostenible. Los microorganismos benéficos que habitan la
zona de la rizosfera entre los que se encuentran fijadores de nitrogeno, solubilizacion
de fosforo, incremento del crecimiento, agentes de biocontrol, transportadores de
nutrientes y estabilizadores del suelo, son importantes para poder conservar las

producciones (Jaizme, 2012).



De Bashan, et al. (2013), sefialan que el cambio climatico en el que nos
encontramos es uno de los factores importantes que llegan a afectar a la zona
desértica, principalmente a las plantas, ya que, tanto las altas temperaturas, como la
falta de agua son factores determinantes. A pesar de ello, se encuentran
microorganismos, como las bacterias y los hongos, que viven y ayudan tanto en la

formacion del suelo, como en el establecimiento de las plantas.

Como se ha dicho anteriormente, gracias a los microorganismos las plantas
tienen un mejor desarrollo, porque estos mismos le dan aporte nutricional, asi como
también ayudan al suelo a tener una mejor agregaciéon de particulas, como resultado
se tiene un incremento en la retencién del suelo, la porosidad, control de la erosién y
control de agua. Es por todos estos beneficios que el estudiar mas a fondo la diversidad
microbiana seria de mucha importancia, porque se llegaria a definir sistemas de
deforestacion o algo mucho mejor que seria recuperar zonas destruidas (Olalde y
Aguilera, 1998).

Las bacterias junto a algunas plantas ayudan a la reforestacion de ciertas
zonas aridas por sus multiples funciones, tal es el caso del mezquite el cual cuenta
con gran cantidad de N total, esto porque son especies de plantas de leguminosas,
ademas de que cuenta con N acumulado en los microorganismos del suelo, lo que

hace que sea de gran utilidad para las zonas aridas (Garcia, 2015).

Dicho por palabras de Valenzuela, et al., (2015), el que hoy en dia la tecnologia
este mucho mas avanzada y existan estudios que nos digan que microorganismos
encontramos en los suelos, hace que nos permita comprender este tipo de sistemas,
ejemplo claro de eso es el gen ARNr 16S quien nos ayuda a identificar las bacterias

presentes en diferentes espacios.



1.1. Objetivo general

Identificar los impactos del manejo de suelos agricolas sobre el microbioma en

agroecosistemas semiaridos del noreste de México.

1.1.1 Objetivos particulares

1.- Conocer la cantidad de microorganismos que se encuentran en suelos de

mezquite.

2.- Describir e identificar la diversidad de microorganismos existentes en huertas

de mezquite y en suelo desnudo.

1.2. Hipotesis

Existen diferencias en cuanto a la variedad y cantidad de microorganismos

presentes en diferentes suelos de mezquite

Existen diferencias en cuanto a la variedad de microorganismos que se

encuentran en los suelos de mezquite con respecto a la posicién del sol.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes de la agroecologia

La agroecologia inicia a finales del siglo XX, exactamente en las décadas de
los 80s y 90s, para ese entonces la revolucion verde (RV) ya estaba en progreso,
entonces la agroecologia siendo una disciplina cientifica le ofrece alternativas, ya que,
para estudiar los agroecosistemas Yy llegar al desarrollo de la agricultura, tiene que
movilizar elementos de la ecologia, asi como también los sistemas agricolas
tradicionales (Figura 1). Para los inicios del siglo XXI, la agroecologia toma mas fuerza,
ya que para esa década diversos autores se mueven a otras escalas, y empiezan a
notar que la agroecologia va mas alla de todo, porque forma parte tanto de los
productores como de los consumidores y, por ende, en el sistema alimentario (Astier,
et al., 2017).

Desde el punto de vista de Rosset y Altieri (2018), el lugar donde la
agroecologia tuvo un desarrollo méas rapido fue en América Latina, puesto que
organizaciones no gubernamentales (ONGSs), estaban intranquilos con lo que la RV
estaba haciendo, es decir, que los pequefios productores eran los que menos se

beneficiaban, es ahi donde la agroecologia es adoptada por la (ONGS).

2.2 La agroecologia como base de la sustentabilidad

Martinez, (2002), plantea como buena opcion para lograr la sustentabilidad, a
la agroecologia, dado que incluye un enfoque de la agricultura mas unido a la sociedad
y al entorno natural, donde los fendmenos ecoldgicos que pasan en el campo de cultivo

estén integrados.



En otras palabras, que todos los elementos que forman los agroecosistemas
lleguen a unirse (cultivos, animales, arboles y suelos). Que todo esté integrado, que
las interacciones temporales y espaciales que existan entre los elementos tengan
como resultado los derivados de fuentes internas, reciclaje de nutrientes y por
supuesto materia organica, esto también incluye a las relaciones troficas, es decir, las
relaciones de dependencia alimentaria que existe entre las plantas, insectos y
patégenos, nos lleven a los mecanismos de control bioldgico. De este modo ayudamos
a aumentar la produccion del agroecosistema en general y no solo enfocarnos en

maximizar a una sola (Gutiérrez, et al., 2008).

SOCIEDAD TRADICIONAL CAMPESINA
= Sistemas de produccion diversificada
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)
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.
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. \\ . L
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‘\\ \\\
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Figura 1. Vias de modernizacion y transicion agroecol6gica campesina, hacia una sociedad
rural campesina sostenible (tomado de Altieri y Toledo, 2010).

2.3 Ecosistemas aridos
Los ecosistemas aridos y semiaridos ocupan casi la mayor parte de la

superficie terrestre aproximadamente el 41%. Como principal caracteristica de estos



ecosistemas es su escasa disponibilidad de agua, lo que implica que haya una
limitacion en cuanto a dos procesos importantes que estan relacionados, la cual seria

la produccién primaria y el ciclado de nutrientes (Cabello y Castro, 2012).

Como afirma Juarez et al., (2001), para este tipo de zonas que tiene
condiciones extremas, uno de los géneros que mas se adapta es el Prosopis, que
incluye varias de las especies de importancia en los ecosistemas aridos y semiéridos

de México, debido a que se aprovecha como mejorador de suelos.

2.4 Mezquite (Prosopis spp.)

El mezquite es una de las especies vegetales que pertenecen al género
Prosopis, es el nombre comun con el que se le conoce a esta planta en México, que
es proveniente del ndhuatl mizquitl (mezquite), entonces posiblemente este hombre
fue otorgado por los aztecas. En las regiones aridas y semiaridas de Norte y
Sudamérica, Africa y Asia, este género llega a tener un poco mas de 40 especies
nativas. Los individuos llegan a tener alturas desde los 0.40 m hasta los 20 m, pueden
tolerar temperaturas maximas superiores a 40 °C, asi como también desarrollarse en

zonas con lluvias menores a los 100 mm anuales (De la Torre, et al., 2009).

El mezquite como tal, tiene grandes propiedades que al ser humano y al
ecosistema le beneficiaria demasiado, gracias a las condiciones en las cuales se
puede llegar a desarrollar. EI mezquite teniendo un lugar en el cual pueda llegar a
establecerse, llega a tener un excelente beneficio ya sea agropecuario o forestal
(Trucios, et al., 2011).

Rodriguez, et al., (2014), describe al mezquite como una de las especies mas
importantes de las zonas aridas, beneficiando tanto social como naturalmente en
cuanto a algunos de sus usos como, por ejemplo, madera para combustible, para
construccion de cercas, las vainas como alimento y como forraje para los animales;
produccion de resina que se usa en la fabricacion de pegamentos, barnices y las flores

utilizadas en la produccion miel (Figura 2).



2.5 Ecologia del mezquite

En cuanto al papel ecoldgico que desempefia el mezquite, tenemos que es un
excelente fijador de nitrégeno, lo que hace que mejore la fertilidad del suelo; fomenta
el crecimiento de matorrales que son asociados a ella, ayuda a retener la humedad
gracias a su sistema radicular y previene la erosion del suelo. Ademas, genera un
microambiente bajo su cubierta foliar que sirve para que los animales silvestres y
domeésticos puedan utilizar para sombra o refugio y esto mismo ayuda a la diversidad
y abundancia de mamiferos, también es una valiosa fuente de alimento (Armijo, et al.,
2019).

MEZQUITE

Presoprs spp

>

Mejora «! scosistema
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Figura 2. Usos de los componentes del mezquite (tomado de Flores,
1993).



2.6 Rizosfera.

La primera persona que le dio una definicion como tal al termino rizosfera fue
Hiltner en 1904. El suelo ha sido investigado fuertemente durante los Gltimos afios; ya
que es importante reconocer al suelo como un ejemplo de equilibrio ecoldgico, por las
diferentes interacciones que en ella se realizan, un ejemplo claro seria entre la flora
microbiana y las raices de las plantas, esto se debe a las relaciones bioldgicas de tipo

sinérgico o comensalismo (Pérez, et al., 2002).

La rizosfera es la cantidad de volumen del suelo, la cual esta en presencia de
las raices de una planta, el espacio o superficie que ocupa depende de muchos
factores, por ejemplo, del tipo de suelo, especie de la planta y su edad (Calvo, et al.,
2008). Por otro lado, Velasco et al., (2020), la definen como la region del suelo que
estd en contacto con las raices de las plantas, extendida a pocos milimetros de la

superficie radicular

Asi mismo, Reyes (2011), define que la rizosfera es aquel espacio del suelo
en la cual las raices de las plantas ocupan un lugar, ahi se encuentran y se desarrollan
una extensa comunidad microbiana que realiza procesos que hacen que haya
diferencias del resto del suelo en sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.
Algunos ejemplos son los procesos relacionados con el agua, nutricion mineral,

intercambio de cationes y produccion de exudados.

2.7 Microorganismos del suelo

Dicho con palabras de Julca et al. (2006), la diversidad de formas biologicas
gue se encuentran en el suelo es inmensa, cada uno con diferentes caracteristicas
como virus, bacterias, hongos, algas, nematodos y, desde luego las raices vivas de

las plantas superiores.

Estos microorganismos ayudan a la sustentabilidad del ecosistema en general

realizando multiples funciones, ya que son los principales agentes del ciclado de los



nutrientes, teniendo como resultado el crecimiento de las especies vegetales,
degradacion de la materia organica, secuestro de carbono, la emision de gases de
efecto invernadero, la estructura del suelo y la retencion de agua, entre otras (Correa,
2013).

2.8 Metagenémica de suelos

Hernandez et al., (2010), argumentan que el total de ADN de una muestra
ambiental es la definicion de la metagenOmica. Las investigaciones que se han
realizado hasta el dia de hoy son metagenomas de distintos ambientes y en esos
también entran en cuenta los acuaticos, minas, suelos agricolas y forestales, entre

otras mas.

Esta tecnologia en los ultimos afios ha transformado el estudio de la diversidad
microbiana, la obtencion de metabolitos y la capacidad de poder comprender la
dinamica de las poblaciones microbianas (Cortés et al., 2014).

Como expresa, Rivera, et al. (2021), existen dos clases en la cual la
metagendmica se divide: la metagendémica funcional y la metagenémica estructural.
La primera se basa en la busqueda de genes con una funcién definida ayudandose en
el tamizado de una biblioteca metagendmicay la segunda se basa es la secuenciacion
de ADN metagendmico, en la cual se realizan analisis bioinformaticos para poder
resolver dos preguntas clave ¢Qué microorganismos estan presentes? y ¢Qué hace

cada uno de ellos?

Gracias a esto se pueden investigar comunidades microbianas en el cual se
logran adquirir cantidades de datos mayores a procesar y con esto estudiar mas a
fondo la ecologia microbiana y las interacciones que estos tienen, puesto que son

todos los organismos que existen en dicho ambiente (Cadena, et al., 2016).
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CAPITULO llI

MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del area de estudio

La unidad experimental se llevé a cabo en huertas de mezquite ubicadas en el
municipio de San Pedro, Coahuila de Zaragoza, México. En el cual se utilizé un
muestreo completamente al azar de tres tratamientos, las muestras colectadas fueron
las siguientes: bosque juvenil con manejo de alrededor de 20 afios, con mala
produccion de vainas y coordenadas 25°40'55.7"N 102°54'48.3"W (Muestra A 1-4,
figura 3); bosque juvenil con manejo de alrededor de 20 afios, con buena produccion
de vainas y coordenadas 25°40'57.9"N 102°54'53.9"W (Muestra B 1-4, figura 4) y suelo
desnudo sin mezquite, con coordenadas 25°40'54.2"N 102°54'50.6"W; 25°43'24.2"N
103°01'19.7"W, 25°43'24.1"N 103°01'19.8"W, (Muestra C 1-3; Figura 5).

Figura 3. Ubicacion del sitio de muestreo (A 1-4), imagen recuperada de
google maps, noviembre 2022.
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Figura 4. Ubicacion del sitio de muestreo (B 1-4), imagen recuperada de
Google maps, noviembre 2022.

<
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Figura 5. Ubicacion del sitio de muestreo (C 1-3) imagen recuperada de
Google maps, noviembre 2022.
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3.2 Toma de muestras

Las muestras de suelo se tomaron en cuatro sitios diferentes (Norte, Sur, Este
y Oeste) a una distancia de aproximadamente un metro del tallo y a una profundidad
del suelo de 10 cm, utilizando una barrena suelera estandar tipo (SP06505 Modelo J),
para microorganismos del suelo y con un cilindro de bronce para densidad aparente.
Se colocaron en bolsas estériles Whirlpak™ con capacidad para 710 mL. Se mezclé
la muestra de suelo tomé aproximadamente 100 mg para la extraccion de DNA, con
pinzas de diseccion estérilizadas por esterilizacion con calor usando alcohol al 96% e
incinerando por 2 minutos y manteniendo en solucién de alcohol al 70%, hasta su uso
posterior. Las bolsas (Whilrpak) se mantuvieron en hielera y conservaron en

refrigeracion.

3.3 Extraccion de DNA del microbioma del suelo

El DNA de la muestra de suelo (100 mg) se extrajo con la utilizacién de un kit
DNA MiniPrep de Zymo Research™, una vez extraido se procedié a la medicion del
DNA mediante un fluorbmetro marca NanoQ. Para efectuar la amplificacion de las
regiones V3-V4 del gen 16S rARN se hiso uso de los primers propuestos por
Klindworth et al., (2013): S-D-Bact-0341-b785-a-A-21, 5" CCTACGGGNGGCWGCAG-
3" y S-D-Bact-0785-a-A-21, 5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3', el cual genera un
amplicon de ~460 pb. Las secuencias fueron enviadas a sintetizar con los adaptadores
“overhang” del protocolo de Illumina (2017a) teniendo como resultado lo siguiente:
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’
y 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC-3" (amplicon de ~550 pb). Se empleé el protocolo de PCR lllumina (2017a)
suministrando 12.5 pl de MyTaq™ Ready Mix 1X (Bioline®), 1 pl de cada primer (10
uM), 5 ul de DNA (50 ng totales) y 5.5 pl de H20 grado molecular; Se manejo el
siguiente ciclo: 95 °C por 3 minutos; 25 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30
segundos, 72 °C por 30 segundos; 72 °C por 5 minutos en un termociclador Labnet
MultigeneTM Gradient PCR. Se situé 1 pl de los productos de PCR en un chip de

Bioanalyzer DNA 1000 para la verificacion del tamafio del amplicén (~550 pb). Se
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efectud la purificacion de los amplicones con perlas Agentcourp® AMPure® XP al
0.8%. Posteriormente, los amplicones se etiquetaron utilizando el Nextera XT Index
KitTM para la creacion de las bibliotecas, con ayuda del protocolo de Illumina (2017b),
aplicando 25 pl de MyTag™ Ready Mix 1X (Bioline®), 5 ul de cada primer (N7xx y
S5xx), 5 pul de DNA y 10 pl de H20 grado molecular; se empled el siguiente ciclo: 95
°C por 3 minutos; 10 ciclos de 95 °C por 30 segundos; 55 °C por 30 segundos, 72 °C
por 30 segundos; 72 °C por 5 minutos. Se efectud la purificacion de las bibliotecas con
perlas Agencourt® AMPure® XP al 1.2%.

3.3 Analisis fisico quimico del suelo

Los parametros fisicoquimicos que se tomaran en cuenta seran el pH,
conductividad eléctrica ([JScm), contenido de materia organica (%) y carbono
organico (%). Las determinaciones se realizaran en el Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias-Relacion Agua Suelo Planta Atmésfera (CENID-
RASPA), de Gomez Palacio.

3.4 Secuenciacion masiva de siguiente generacién
El trabajo de laboratorio se llevé a cabo en el Laboratorio Nacional en Salud:
Diagnostico Molecular y Efecto Ambiental en Enfermedades Crénico Degenerativas,

Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Universidad Nacional Autonoma de México.

3.5 Analisis bioinformatico

Los resultados de la secuenciacidén se almacenaron en la aplicacion digital de
lllumina BaseSpace en formato FASTQ. El analisis de las secuencias se realizé en
maquina virtual Oracle VM VirtualBox 5.1.14 en MGLinux mediante el software
bioinformatico Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) v.1.9.0 (Caporaso

et al.,, 2010). El proceso se inici6 ensamblando las secuencias forward y reverse
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utilizando el programa PEAR (Zhang et al., 2014) con un traslape de 50 pb, una
longitud minima por lectura de 430 pb y maxima de 470 pb, un criterio de calidad Q30
(una base errénea por cada 1000 bases) y un valor de P<0.0001. Enseguida el archivo
fue convertido a formato FASTA y se calcul6 la media y la desviacion estandar del
namero de pares de bases de las muestras, obteniendo una media cercana a las 460
pb (amplicon obtenido de la region V3-V4). Se llevo a cabo la eliminacién de
secuencias quiméricas de las muestras con USEARCH (Edgar, 2010). La seleccion de
OTUs se realiz6 con el método UCLUST (Edgar, 2010) al 97% de similitud; se obtuvo
una secuencia representativa para cada OTU y se asigno la taxonomia tomando como
referencia la base de datos EzBioCloud actualizada 2020 (Yoon et al., 2017). Después
se obtuvo la tabla de OTUs en formato biom (Biological observation matrix; McDonald
et al., 2012), se separaron los dominios y se filtraron los singletons (que son los OTUs
gue solo tienen una observacion). Se obtuvieron las tablas de abundancia absoluta de
OTUs y se graficé el nimero de secuencias por el nimero de taxa, categoria género,
para observar si se logré una profundidad de cobertura adecuada (curvas de tendencia
asintota); esta gréafica se realiz6 en PAST ver 3.15 (Hammer et al., 2001). Al observar
gue el numero de secuencias alcanzado de manera simultanea por todas las muestras
fue 6,500 se llevd a cabo un proceso de rarefaccion aleatoria simple (Weiss et al.,
2017) tomando este valor como el nimero de secuencias a generarse. De esta forma
se obtuvo un archivo biom estandarizado para todas las muestras. Con este archivo
se calculd la diversidad beta utilizando el indice de Bray-Curtis (Beals, 1984); esta
matriz de diversidad beta se utilizé para llevar a cabo una prueba Permanova (p < 0.05)
para probar diferencia significativa de la microbiota entre grupos. Se obtuvieron las
abundancias relativas para phylum, clase y 6rdeny se graficaron en Excel. Las familias
y géneros cuya abundancia relativa fue superior al 0.01% fueron representados en
mapas de calor; se utiliz6 el método de conglomerados jerarquicos con medida
euclidiana para el dendrograma de las muestras; esta visualizacién se realizd con el
software Morpheus (https://software.broadinstitute.org/GENE-E/). Se enumeraron los
taxa para visualizar los grupos de muestras utilizando Analisis de Coordenadas
principales (PCoA) y lo visualizamos utilizando el software Emperor (Vazquez-Baeza

et al.,2013). Finalmente, se realizé un analisis LEfSe (tamafio del efecto del analisis
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discriminante lineal) para determinar estadistica y biolégicamente los biomarcadores
clave que mas contribuyeron a las diferencias entre grupos. Los clados seleccionados
fueron los menores de 0.05 en el valor alfa de la prueba factorial de Kruskal-Wallis
>4,0 en la puntuacion logaritmica LDA. Este analisis se realiz6 en el sitio web

http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
En la siguientes graficas se muestran los resultados que se obtuvieron de las

muestras de suelo (mala produccion de mezquite, buena produccion de mezquite y
como testigo suelo desnudo).

En la Figura 6 se puede observar que tanto la acumulacién de materia organica
(MOS, Mgha?) como la de carbono organico (COS, Mgha?), fue mayor en suelo

desnudo.
30
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Figura 6. Contenido de carbono organico (COS, Mg Ha') y materia organica del suelo
(MOS, Mg Ha) de los sitios de muestreo (M: mala producciéon, B: buena produccion,
S: Suelo desnudo).
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En la Figura 7 se puede observar que la CE es mas baja en el mezquite con
buena produccién mientras que en el mezquite silvestre es mas alta, por el contrario,

el mezquite con buena produccion tiene el pH mas alto que el mezquite silvestre.
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Figura 7. Conductividad eléctrica (CE) y pH del suelo, de los sitios de muestreo (M: mala
produccion, B: buena produccion, S: Suelo desnudo).

3.6 Analisis del microbioma rizosférico del mezquite

En el cuadro 1 se presenta los resultados de las medias obtenidas de las
secuencias totales antes del ensamblaje, las secuencias ensambladas, las secuencias
descartadas, de secuencias en FASTA, las secuencias quiméricas eliminadas, las
secuencias de calidad después de la eliminacibn de quimeras, las secuencias
bacterianas después de la asignacién taxondmica y las secuencias bacterianas
después de la eliminacion de los singletons.



18

Cuadro 1. Secuencias del microbioma bacteriano en los suelos de mezquite (M1- N=
Mala produccion con orientacion al norte, con 4 repeticiones B1- N= Buena produccion
con orientacion al norte, con 4 repeticiones; S1-N= Suelo desnudo con orientacion al
norte, con 3 repeticiones.

Muestra| ST SE D FASTA Q SC SB SBSS
M1- N | 93,773 | 48,247 | 45,526 | 48,059 735 47,324 | 41,686 |22706
M2-S | 98,256 | 47,003 | 51,253 | 46,844 525 46,319 | 39,144 |17678
M3- E [112,028| 53,055 | 58,973 | 52,844 474 52,370 | 45,712 |22942
M4- O |110,372| 41,786 | 68,586 | 41,656 359 41,297 | 30,890 | 6570
Media |103,607| 47,523 | 56,085 | 47,351 523 46,828 | 39,358 |17474
B1-N |[105,292| 53,379 | 51,913 | 53,172 723 52,449 | 46,995 | 26886
B2-S [103,819| 47,157 | 56,662 | 46,990 357 46,633 | 36,247 | 8329
B3- E [487,228|255,304 231,924 254,382 | 28,350 | 226,032 (175,753 |54425
B4- O |116,000| 51,444 | 64,556 | 51,251 557 50,694 | 43,626 | 18776
Media |203,085|101,821|101,264|101,449| 7,497 | 93,952 | 75,655 |27104
S1-N |101,748| 48,233 | 53,515 | 48049 331 47,718 | 42,482 | 19026
S2-S |125,666| 49,985 | 75,681 | 49787 675 49,112 | 42,793 | 21258
S3.-E | 87,330 | 30,795 | 56,535 | 30681 199 30482 | 26,389 | 8373
Media |104,915| 43,004 | 61,910 | 42839 |401.667| 42,437 | 37,221 |16219

ST= Secuencias totales, SE = Secuencias ensambladas, D= Desechadas, Q= Quimeras
eliminadas, SC= Secuencias de calidad después de la eliminacibn de quimeras, SB=
Secuencias bacterianas después de la asignacion taxonOmica, SBSS= Secuencias
bacterianas después de la eliminacion de los singletons.
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Se presento una buena profundidad de cobertura referente al nimero de OTUs
bacterianos obtenidos de las muestras, dado que las curvas tendieron a la asintota
(Figura 8).
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Figura 8. Numero de secuencias por el numero de OTUs para cada muestra de suelo
sin rarificar (M: mala produccion, B: buena produccion, S: Suelo desnudo).

En el siguiente estudio se reportaron 17 phyla, donde los mas abundantes para
el mezquite de mala produccion fueron los siguientes, M1, M2 y M3 respectivamente
fueron Actinobacteria (X = 39, 39 y 46%), Proteobacteria (X = 30, 28 y 30%) Chloroflexi
(x =13, 16 y 10%) Planctomycetes (X = 1, 15 y 12%) Acidobacteria (x = 3,3y 3%) y
Saccharibacteria_ TM7 que obtuvo 1% para las tres muestras. Para el mezquite de
buena produccion se encontré B1l, B2, B3 y B4 respectivamente Actinobacteria (X =
42, 42, 42 y 45%) Proteobacteria (X = 27, 28, 24 y 26%) Chloroflexi (x = 14, 15, 13y
17%) Planctomycetes (X = 14, 12, 16 y 10%) Acidobacteria (x= 2, 2, 3y 2%) y

Saccharibacteria_ TM7 que obtuvo 1% para las tres muestras y para la muestra de
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suelo desnudo fueron S1, S2 y S3 respectivamente Actinobacteria (X = 43, 37 y 42%)

Proteobacteria (x = 39, 32 y 42%) Chloroflexi (X =9, 12 y 7%) Planctomycetes (X = 5,
13 y 4%) Acidobacteria (X = 2, 4 y 2 %) y Saccharibacteria_ TM7 (X =1, 0y 2%) (Figura

9).

A nivel phylum podemos encontrar en cuanto a la orientacion cardinal, las

bacterias como Actinobacteria, Proteobacteria y Planctomycetes que estuvieron mas

presentes en el lado Este y a Chloroflexi en el lado Oeste.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

Abundancia relativa (%)

30%

20%

10%

0

xX

M3 B1 B2 B3 B4

M Firmicutes

B Cyanobacteria

B Gemmatimonadetes

M Saccharibacteria_TM7

M Acidobacteria
Planctomycetes

H Chloroflexi

H Proteobacteria

B Actinobacteria

Figura 9. Abundancia relativa % de los principales phyla de bacterias que existen por
muestra de suelo rizosférico, (M1-N, M2-S, M3-E, mezquite de mala produccion, con
orientaciéon cardinal (B1-N, B2-S, B3-E, B4-O) mezquite con buena produccion con
orientacién cardinal y (S1-N, S2-S, S3-E) suelo desnudo con orientacion cardinal.
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Se reportaron 55 clases donde los mas abundantes para las muestras M1, M2
Y M3 que pertenecen al suelo de mala produccion fueron Actinobacteria_c (X = 34, 33
y 41%) Alphaproteobacteria (X = 31, 30 y 31%) Phycisphaerae (X = 12, 12 y 8%)
Acidimicrobiia (X =7, 8 y 8%) GQ396871 c (X =4, 5y 3 %) Thermomicrobia (x =4, 4
y 2%) Chloroflexia (x = 3, 4 y 3%) Planctomycetia (X = 3, 2 y 2%) y Solibacteres que
para las tres muestras se obtuvo un 3%. Para el suelo de buena produccion los mas
abundantes para B1, B2, B3 y B4 respectivamente fueron Actinobacteria_c (X = 39,38,
36 y 41%) Alphaproteobacteria (X = 28, 29, 26 y 27%) Phycisphaerae (x =12, 11, 16y
8%) Acidimicrobiia (x =5, 6, 7y 7%) GQ396871_c (X =5, 8, 7y 8 %) Thermomicrobia
(x =3, 3, 2y 4%) Chloroflexia (X = 4, 3, 3y 2%) Planctomycetia (X =3, 1, 2y 2%) y
Solibacteres que para las cuatro muestras se obtuvo 1% y para las ultimas muestras
del suelo desnudo fueron Actinobacteria_c (X = 41, 32 y 41%) Alphaproteobacteria (X =
41, 35 y 45%) Phycisphaerae (X = 4, 10 y 3%) Acidimicrobiia (Xx= 5, 7 y 3%)
GQ396871_c (X =4, 5y 4%) Thermomicrobia (X = 1, 2 y 1%) Chloroflexia (X =1, 2y
1%) Planctomycetia (X = 1, 4y 1%) y Solibacteres (X = 2, 3 y 1%). (Figura 10).

A nivel clase encontramos a bacterias mas presentes en el Este como

Actinobacteria_c, Alphaproteobacteria y Phycisphaera.
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Figura 10. abundancia relativa % de las principales clases de bacterias que existen por
muestra de suelo rizosférico, (M1-M3 mezquite de mala produccion, (B1-B4) mezquite
con buena produccién y (S1-S3) suelo desnudo.

Se registré un total de 94 6rdenes donde los mas abundantes para las
muestras de suelo de mala produccién fueron (M1-M3), Rhizobiales (X = 13, 14 y 13%)
Frankiales (X =14, 12 y 21%) Rhodospirillales (x =19, 15 y 18%) Phycisphaerales
(x =16, 15 y 10%) Sphingomonadales (X =8, 8 y 7%) PAC002290 o (X =8, 13 y 9%)
Acidimicrobiales (x =9, 11 y 10%) GQ396871 o (X =5, 7 y 5%) y Micrococcales (X =8,
5y 7%). Para el suelo con buena produccion fueron (B1-B4), Rhizobiales (X = 13, 13,
12 y 12%) Frankiales (X =20, 15, 13 y 9%) Rhodospirillales (x =13, 13, 10 y 10%)
Phycisphaerales (x =16, 14, 19 y 11%) Sphingomonadales (X =9, 8, 9 y 12%)
PAC002290_o (X =9, 11, 11 y 18%) Acidimicrobiales (x =6, 8, 9 y 10%) GQ396871_o

(x =7, 10, 9 y 12%) y Micrococcales (X =7, 8, 8 y 6%) y con el suelo desnudo fueron
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(S1-S3) Rhizobiales (X = 22, 18 y 25%) Frankiales (x =18, 9 y 11%) Rhodospirillales
(x =15, 18 y 11%) Phycisphaerales (x =6, 14 y 5%) Sphingomonadales (x =17, 11y
26%) PAC002290 o (x =2, 7 y 1%) Acidimicrobiales (X =7, 10 y 5%) GQ396871 o
(x =7, 6y 6%) y Micrococcales (X =6, 7 y 10%). (Figura 11).

En cuento al orden las bacterias mas presentes en el lado Este fueron Rhizobiales,

Frankiales y Spingomonas.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

Abundancia relativa (%)

20%

10%

0

X

M1 M2 M3 Bl B2 B3 B4 S1 S2 S3

Muestras

Micrococcales
mGQ396871_0
M Acidimicrobiales
B PAC002290_o
B Sphingomonadales
B Phycisphaerales
Rhodospirillales
M Frankiales

M Rhizobiales

Figura 11. Abundancia relativa % de los principales 6rdenes de bacterias que existen
por muestra de suelo rizosférico, (M1-M3 mezquite de mala produccion, (B1-B4)
mezquite con buena produccion y (S1-S3) suelo desnudo.
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4.2 Mapas de calor para las familias y géneros de los suelos analizados
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Figura 12. Mapa de calor de las familias Figura 13. Mapa de calor de los generos

bacterianos del conjunto de muestras de suelo  pacterianos del conjunto de muestras de suelo
cuya abundancia relativa fue mayor a 0.01. cuya abundancia relativa fue mayor a 0.01.

Bradyrhizobiaceae Methylobacterium

De acuerdo a la orientacion cardinal, algunas bacterias a nivel género que
estuvieron mas presentes en el lado Este fueron Tepidisphaera, Spingomonas
Streptomyces, el Geodermatophilus estuvo presente tanto en el Este como en el Norte,
en el caso de la microvirga esta bacteria bacteria estuvo mas presente en el Sur y en

el Este, aunque con un poco menos de abundancia.
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A continuacion, se muestra un cuadro con los principales géneros encontrados
en las muestras de suelo en el cual tiene similitud entre si, mostrandose los principales
de mayor a menor presencia.

Cuadro 2. Géneros predominantes de cada una de las muestras analizadas.

MALA BUENA
PRODUCCION PRODUCCION Suelo sin plantas
Tepidisphaera Tepidisphaera Sphingomonas
FJ479147 g FJA79147 g Streptomyces
Skermanella Blastococcus t
Microvirga Sphingomonas i
Geodermatophilus Geodermatophilus Microvirga
Blastococcus Microvirga Blastococcus
Sphingomonas Skermanella Skermanella
GQ396871_g GQ396871_¢g GQ263023_g
Streptomyces GQ263023 g GQ396871 g
PACO000317_g Streptomyces Nocardioides

Craurococcus Nocardioides Pseudonocardia
Pseudarthrobacter Pseudarthrobacter PAC002019 g
FJ478561 g PAC000317_g FOFG_g
Nocardioides FJ478561 g Sphingosinicella
PAC002019 g PAC002290 g Devosia
GQ263023 g Pseudonocardia Pseudarthrobacter
PACO002290 g EU861840 g Pseudolabrys
EU861840 g PAC002019 g Lentzea

Methylobacterium

Rubellimicrobium

Micromonospora

Sphingosinicella

FOFG_g

FJ479147 g

Micromonospora

Craurococcus

Actinomadura

Pseudonocardia

Micromonospora

JADL_g
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FJ478561 g

JADL_g

JADL_g

PAC002290 g

Se utilizé el método PERNOVA con la prueba estadistica pseudo-F, para poder

observar si hay o no diferencia significativa entre las muestras (Cuadro 3), teniendo

como resultado que si hay diferencia significativa entre las muestras de suelo de

mezquite.

Se observaron las muestras de suelo de mezquite de mala produccion (M1-M3),

de buena produccién (B1- B4) y de suelo desnudo (S1-S3) donde se utilizé analisis de

coordenadas principales (PCoA) donde claramente se puede observar la distancia

entre los grupos (Figura 14).

Cuadro 3. Resultados obtenidos por el método PERNOVA.

Nombre del método

PERMANOVA

Nombre de la prueba estadistica
Tamafo de muestra

Numero de grupos

p-value

Numero de permutaciones

Pseudo-F
10

3

0.002
999
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C2 (13.29 %)

3 %, ®,

PC1 (34.34 %)

PC3 (10.68 %)

Figura 14. Visualizacion de grupos de muestras utilizando PCoA.

4.3 Taxa biomarcadores

Para analizar mas a fondo la estructura de la comunidad bacteriana de la
rizosfera e identificar cuales taxones fueron responsables de las diferencias
significativas entre ellas, se utilizé una grafica de barras para un analisis discriminante
(Figura 15) y un cladograma para representar los resultados obtenidos mediante el
analisis LEfSe para hacer una comparacion de clases de alta dimensién con un

enfoque taxa biomarcadores (Figura 15).



Proteobacteria
Aphaproteobacteria
Rhizobiales
Sphingomonadaceae
Sphingomonas
Rhizobiaceae
Pseudolabrys

Ensifer
Methylobacteriaceae
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Kallotenuaceae
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Acetobacteraceae
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Methylobacterium
F479147 g
Fj479147 f
GQ263023 g

o —
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3
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Figura 15. Taxa biomarcadores predominantes representativo de los resultados

LEfSe.
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Figura 16. Clandograma representativo de los resultados LEfSe.
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DISCUSION

Los contenidos tanto de materia organica (MOS) como de carbono organico
(COS) fueron encontrados en menor cantidad en los suelos de mezquite de mala y
buena produccion, mientras que en los de suelo desnudo fueron mucho més altos,
desde el punto de vista de Pastor et al.,, (2015) al ser zonas éaridas donde las
condiciones climaticas como la baja disponibilidad de humedad y las altas
temperaturas predominan, hace que el proceso de mineralizacién del carbono orgénico
sea méas fuerte, trayendo como consecuencia que se fije muy poco y al mismo tiempo
gue la materia organica se agote. Ademas, el manejo de los ecosistemas aridos por el
hombre, alteran el equilibrio de los procesos del suelo. Montafio et al., (2006) menciona
que tanto la materia organica como el carbono organico son mayores en lugares donde

hay mas cobertura vegetal.

De igual manera la C.E. fue mayor en el suelo desnudo y menor en el mezquite
con buena produccién, la conductividad eléctrica se ve afectado gracias a que, en el
norte de México, el calcio (Ca), magnesio (Mg) y sulfato se encuentran en el agua de
riego a altos niveles, esto provoca el incremento en la salinidad (Noguez, 2020). Por
el contrario, el mezquite con buena produccion tiene el pH mas alto y el suelo desnudo
lo tiene mas bajo, esto gracias a que la MO esta en mayor cantidad, eso quiere decir
que a mayor cantidad de MO menor pH se obtendra Flores, et al., (2007).

En la Figura 9, Actinobacteria fue el phylum mas abundante para todas las
muestras, pero con un poco mas de presencia en los suelos de mezquite de buena
produccién, como afirma Vasquez-Arroyo et al. (en prensa), estas bacterias tienen un
efecto positivo en el crecimiento de las plantas por lo que mejoran la disponibilidad de
los nutrientes regulando asi el crecimiento vegetal, también ayuda en el proceso de
degradacion de la materia organica. Este podria ser la razén del por qué se encuentra

en todas las muestras y con mas abundancia en los suelos de buena produccion.
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Los géneros bacterianos mas abundantes que se obtuvieron en las muestras
analizadas fueron Tepidisphaera, Sphingomona, Streptomycetes, Skermanella, y

Blastococcus.

El género de Tepidisphaera fue el mas abundante para los suelos de baja y
alta produccion y fue el tercero para el suelo desnudo. Al ser un género
moderadamente termofilo, es decir que pueden soportar temperaturas altas, es apto
para las zonas é&ridas del estado de Coahuila Lopez, et al., (2022). Asi mismo, se ha
reportado que predomina en suelos que tiene un manejo agroecoldégico como lo

reporta Vasquez-Arroyo et al. (2023).

Para el suelo sin vegetacién, el género que mas prevalecio fue el
Sphingomonas, estas son degradadoras de contaminantes que tienen una estructura
muy estable quimicamente y son resistentes a ataques de microorganismos. También

toleran metales como Cd, Cu, Pb, Zny Ni (LOpez, et al., 2015).

Pasando al andlisis LEfSe, las graficas que se obtuvieron identificaron cuales
taxones fueron los responsables de las diferencias significativas entre las muestras,
para el caso de los suelos sin vegetacion fue en mayor abundancia la Proteobacteria,
de acuerdo con Vasquez, et al., (en prensa), este tiene un crecimiento rapido ya que,
participa en la liberacion de compuestos organicos simples, aminoéacidos,
carbohidratos, entre otros, ademas, es importante para que el ciclo del N, Cy S tengan

un buen funcionamiento.

Para los suelos de mala produccion se encontré en mayor abundancia a
Methylobacteriaceae, esta familia se encuentra en mayor abundancia en aquellos

lugares en donde se registran carencias de nitrégeno (Yazaki, et al., 2021)

En el suelo de buena produccion se encontraron bacterias que no han sido

registradas y solo se pueden observar con claves.



32

CONCLUSION

Cada una de las muestras que se analizaron tuvieron una gran variedad de
bacterias, acorde a los resultados obtenidos una de las razones principales es el
manejo que cada una de ellas lleva, ejemplo claro es la cantidad de materia organica
gue se encontr6 en el suelo desnudo, ya que, al tener mucho tiempo de no tener un
manejo, hizo que la materia organica se acumulara, teniendo asi mayor incidencia de
bacterias. Respuesta clara del por qué el pH del suelo desnudo es mas bajo que en

las otras muestras.

En el suelo de mezquite de buena produccién, se llegé a tener con un poco
mas de abundancia el phylum Actinobacteria, aunque la diferencia fue minima, las
funciones que esta trae al suelo son importantes, desde mejorar la disponibilidad de

nutrientes hasta ayudar en la degradacion de la materia organica.

La Tepidisphaera al encontrarse en ambientes con temperaturas

extremadamente altas hace que se presente en los tres tipos de suelos.

Cada una de las muestras analizadas lleva consigo bacterias importantes, con
funciones diferentes, el realizar estudios como este ayudan a poder identificarlos y
saber que benéficos trae tanto al suelo como a la planta. Saber si el manejo que se le

estad dando es el adecuado o si es necesario hacer cambios.

Basandonos en los resultados obtenidos en cuanto a que bacterias se
encontraban con mayor abundancia dependiendo de la orientacion cardinal, se
encontré6 que a nivel género la Tepidisphaera, Spingomonas y Streptomyces
estuvieran mas presentes en el lado Este. Teniendo en cuenta que estas bacterias se

encuentran en lugares con extremas temperaturas.
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