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RESUMEN

Las comunidades bacterianas del suelo son alteradas por plantas nativas, siendo el
mezquite una de estas, ademas de ser un arbusto que favorece a los matorrales
semiaridos, el interés por realizar este estudio fue identificar las comunidades
bacterianas existentes en suelos del mismo, debido a los pocos estudios realizados
con el gen rRNA 16S en mezquitales. En este estudio demostramos la importancia
de las practicas agroecolOgicas necesarias a futuro. El trabajo se llevé a cabo en
huertas de mezquite ubicadas en el municipio de San Pedro, Coahuila de Zaragoza,
México. Se buscO demostrar la existencia de diferencias en la diversidad del
microbioma de suelos en huertas de mezquite donde existe: alta y baja produccion
de vainas (AP y BP), en suelo de produccion silvestre (Mantillo) y suelo desnudo;
considerando cuatro sitios de muestreo; A) bosque afioso sin manejo mayor a 40
afios (mantillo y suelo desnudo en condicion silvestre) y B) Bosque juvenil con
manejo de aproximadamente 20 afios, (AP Y BP). Los resultados fueron obtenidos
utilizando el programa MGlinux 1.46, detectando un total de 17 Phyla, asi como
también 52 clases y 621 géneros; predominando principalmente: Tepidisphaera,
Sphingomonas, Microvirga Geodermatophilus, Blastococcus, entre otros. Los
andlisis de diversidad alfa no presentaron diferencias estadisticas significativas
entre grupos, no obstante, fue en la diversidad beta donde resultaron diferencias
altamente significativas (P=0.002) y se constata por los analisis de componentes
principales. Se puede concluir que la abundancia de bacterias en mezquitales varia

de acuerdo a la edad y manejo que se le puede dar a estos agroecosistemas.

Palabras Claves: Agroecologia, rRNA 16S, Huerta de Mezquite, Microbioma,

Practicas agroecoldgicas
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| INTRODUCCION

Altieri & Nichols, (2000) mencionan que la Agroecologia surge como una ciencia
multidisciplinar para enfrentar los problemas causados por la seudoagricultura, y los
conceptos de desarrollo econdmico aplicados a estos sistemas de produccion,
iniciando una construccion de los referentes conceptuales, integrados en
definiciones desde la sociologia, la antropologia, la agronomia, la ecologia y la

politica.

La evolucién de la Agroecologia, como una ciencia post-normal, la convierte en una
herramienta ideal para identificar las bases ecologicas y ambientales de un
desarrollo socioecondmico sustentable, haciendo fundamental el incrementar los
esfuerzos en el desarrollo de enfoques que realmente integren las realidades
sociales, econdmicas y ecologicas de las zonas donde se implementen sus
enfoques, es mucho mas que agricultura ecoldgica y organica, ya que se presenta
como una alternativa de los modelos econémicos, se enmarca en un movimiento de
renovacion, que inicia por defender sus bases, que nacen en las agriculturas
indigenas, campesinas familiares o comunitarias, y que genera una distancia
burocrética logica, con el planteamiento politico del concepto de desarrollo rural y
los espacios ganados por la politica convencional en la actualidad (Funtowicz &
Ravetz, 2000).

Garcia, et al., (2012), describe que el suelo fértil es el que tiene la capacidad de
suministrar los nutrimentos suficientes al cultivo, asi mismo, Lammel, et al., (2015),
menciona que al evaluar la calidad del suelo en campo y contrastarlo con los
métodos de produccién ayudaran al entendimiento de la sostenibilidad de las
practicas agroecoldgicas, asi como para el desarrollo de estrategias de manejo que

impacten positivamente en el rendimiento del cultivo.



Las practicas agroecoldgicas en plantaciones son necesarias para el mantenimiento
y aumento de la fertilidad de los suelos, asi como para el manejo sostenible de las
plantaciones (Larios, et al., 2014). Estas estrategias reducen la vulnerabilidad al
fomentar la conservacion de los recursos naturales como suelo, agua y bosques,
mejorando asi la matriz ambiental circundante y su implementacion permite disefiar

agroecosistemas mas resilientes (Altieri, 2013).

A su vez la microbiota del suelo tiene una gran variedad de microorganismos
actinomicetos, hongos, protozoos, etc., por cada gramo de suelo cumpliendo un rol
esencial en los procesos biogeoquimicos de la materia, (Ma de Lourdes, 1991).
Entre las actividades de estos microorganismos estd el mantenimiento de la
fertilidad del suelo; siendo estos los responsables de la degradacién de toda la
materia organica muerta para formar el humus, retornando al suelo y a la atmosfera

las sustancias transformadas por otros seres vivientes (George,1963).

La poblacién microbiana en la rizésfera es considerablemente mayor que la de los
suelos sin raices y es fisiolégicamente mas activa. (Ma de Lourdes 1991). La
rizosfera puede considerarse como una zona de amortiguamiento microbiologico,
en donde la microflora sirve de proteccion a la planta de ataque de patégenos
(Krupa & Dommergues, 1981).

Agrios (1998), sefiala la existencia de muchos microorganismos del suelo
reportados como productores de metabolitos biolégicamente activos, teniendo
bacterias y Actinomycetos, cuyo metabolismo y capacidad de produccion ha sido
apenas investigada. Por lo que se tiene como prioridad basica la busqueda de

grupos de microorganismos a partir de ambientes poco comunes como es el suelo.



1.1 Objetivo general

Evaluar la microbiota bacteriana en huertas de mezquite con diferentes muestras

de suelos AP, BP, y PS (Mantillo y suelo desnudo).

1.1.1 Objetivo especifico

Identificar la diversidad de microorganismos que se encuentran dentro de los

ecosistemas de huertas de mezquite y suelo desnudo.

1.2 Hipétesis

Existen diferencias en la diversidad de microbiota en huertas de mezquite de alta
produccion, baja produccién y silvestre (Mantillo y suelo desnudo).



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia de la agroecologia

Desde la década de 1970, la evolucién de la agroecologia se dio mediante el
aumento de la conciencia de las practicas, centrandose en el conocimiento indigena
y los movimientos sociales emergentes. Estos principios posicionan los paradigmas
agroecologicos como una alternativa a la agricultura quimica, monocultural o
industrial, como un catalizador para que la agricultura convencional adopte
enfoques mas sostenibles (Vaarst, et al., 2017). Es por ello que la construccion del
concepto de Agroecologia en su alcance mas simple, se sustenta primeramente
como la aplicacion de principios ecoldgicos al entendimiento y desarrollo de los

sistemas productivos sustentables (Altieri & Nichols, 2000).

Altieri, (2002), la menciona como una alternativa a través del estudio holistico de los
agroecosistemas, incluidos todos los elementos ambientales y humanos. Se enfoca
en la forma dinamica, las funciones de sus interrelaciones y los procesos que estan
involucrados. Asi mismo, Guzman (2000), la define como el manejo ecolégico de
los recursos naturales a través de formas de accion social colectiva que presentan
alternativas a la actual crisis de modernidad, mediante propuestas de desarrollo
participativo, desde los @mbitos de la produccioén y la circulacién alternativa de sus
productos, pretendiendo establecer formas de produccion y consumo que
contribuyan a encarar la crisis ecolégica y social, y con ello a restaurar el curso
alterado de la coevolucion social y ecolégica, en la Figura uno se describen las
respuestas de la agroecologia a las demandas sociales y ecoldgicas.



2.2 Importancia del mezquite.

El arbol de mezquite (Prosopis spp.), es nativo de zonas aridas y semiaridas del
mundo, adaptable a condiciones de extrema aridez y altura sobre nivel del mar, es
un arbol que mide de cuatro a 12 metros de altura y pertenece a la familia Fabaceae,
subfamilia Mimosoideae y género Prosopis. Su nombre proviene de la palabra
azteca “misquitl”, y debido a su bajo requerimiento de agua, reviste gran importancia
en las regiones aridas, las que alcanzan ya una tercera parte de la superficie
terrestre; crea bajo su copa condiciones muy favorables para el desarrollo de otras
plantas herbaceas cuya cobertura forma islas de fertilidad (Aguilar, 1998).

Conservacién
de sueloy
agua

Diélogo de
saberes e
investigacion

i e

Mercados

justos y
.orgénicos _

Soberania Autogestion y
alimentaria y autosuficiencia
alimentos locales

Figura 1.- La agroecologia como ciencia, tecnologia y movimientos sociales
(Tomado de Toledo, 2012).



De igual forma Aguilar (1998), encontré que la cobertura vegetal bajo y fuera de la
proteccion de la copa de este &rbol difiere, encontrandose las mayores densidades
dentro del area de influencia de la copa. Las diferencias que suelen observarse en
la vegetacion se reflejan también en cambios microbiolégicos, puesto que el nimero
de bacterias (60 x 106 + 15 x 106 bacterias g de suelo) y de hongos (17 x 104 +5
x 104 propéagulos g' de suelo) presentes en los suelos bajo el dosel del arbol fue
mayor que en los campos que fueron abiertos a la agricultura (20 x 106 £ 5 x 106
bacterias g?! de suelo y 46 x 103 + 10 x 103 propagulos g?! de suelo,
respectivamente). Dichos resultados hablan claramente de una posible pérdida de
biodiversidad microbiana que puede resultar importante en el mantenimiento del

ecosistema.

2.3 Islas de fertilidad

De acuerdo a Flores & Jurado (2003), la base funcional de las islas radica en una
relacion de nodricismo, donde plantas de diferentes especies estan protegidas por
un arbusto de otra especie, los arbustos crean microambientes mas favorables para
otros organismos. Las IF comprenden uno o varios arboles o arbustos generalmente
leguminosas y plantas establecidas bajo su dosel, se piensa que actlan como
unidades funcionales basicas que permiten la estabilidad y productividad del
ecosistema en su conjunto y de paisajes completos en las regiones aridas y
semiaridas (Tielborger & Kadmon, 2000).

A su vez, Whitford, (2002), destaca su importancia ya que regulan el funcionamiento
de los ecosistemas en muchas zonas aridas y semiaridas, debido a que disminuyen
el estrés hidrico, asi como también dentro de ella se da la transformacién de materia
y energia regulando la cantidad de nitrégeno, carbono y fosforo que se almacenay

mineraliza en el suelo, permitiendo con esto la productividad del ecosistema.


https://www.redalyc.org/journal/573/57350494004/html/#B39

2.4 Importancia ecoldgica

Golubov, et al., (2001) sefiala que la importancia ecoldgica del mezquite es
indiscutible; por una parte, juega un papel importante en el medio ambiente como
planta fijadora de nitrégeno, enriquece el suelo a su alrededor, promueve el
crecimiento de matorrales asociados a ella (nodricismo) y por tanto previene la
erosion del suelo; asi mismo actia como habitad temporal o permanente de

numerosas especies de aves y roedores.

2.5 Usos

Esta planta se emplea en la obtencion de madera, lefia, carbon, miel; sus frutos
(vainas) se utilizan en la elaboracion de diversos alimentos para consumo humano
y como forraje (Rodriguez y Maldonado, 1996). En escala muy pequefia también se
aprovecha la goma de su corteza, asi como la madera para la elaboracion de
parquet, muebles, lefia y carbon, representan una importante actividad econémica
en numerosas comunidades rurales, la tala indiscriminada, ha resultado en una

severa deforestacion de este recurso en zonas aridas (Becker & Grosjean,1980).

En contraste, el aprovechamiento de productos no maderables de alto valor, tales
como vainas, miel y goma, constituyen alternativas econdémicas mucho mas acordes
con el concepto de desarrollo sostenible (Del Valle, et al.,1983). De las diversas
fracciones de la vaina del mezquite se obtiene harinas integrales, jarabe, sustituto
de café y proteina, particularmente en el norte del Peru, (Estévez, et al., 2004).



2.6 Importancia del mezquite a nivel mundial

Existen 44 especies de Prosopis, de las cuales 42 se encuentran en el Continente
Americano, en Estados Unidos predominan cuatro especies: P. glandulosa var.
torreyana en California, P. velutina en Arizona, P. glandulosa var. glandulosa en
Texas y P. pubescens espiral, que se encuentra en pequefias cantidades en todas
las regiones, este recurso es abundante en Estados Unidos, México, Peru, Chile,
Argentina, Brasil, Australia, Haiti, Paquistan y en las partes aridas de la India (INE,
1994).

2.7 Importancia del mezquite a nivel nacional

México posee una extension de 56 y 23 millones de km? de zonas éridas y
semiaridas, respectivamente, que representan el 40 por ciento de la superficie total
del territorio mexicano, se ha considerado que el cultivo del mezquite representa

una alternativa de desarrollo agropecuario forestal (INE, 1994).

En México predominan especies como: P. palmeri (en Baja California); P. reptains
var. cinerscens (al norte de Tamaulipas); P. pubescens (norte de Chihuahua y Baja
California); P. articulata (en la region de Mar de Cortés, Sonora y Baja California
Sur); P. tamaulipana (Tamaulipas, San Luis Potosi y Veracruz) que tal vez sea una
variante de P. laevigata, ya que coexiste con ella; P. velutina (Sonora) muestra
influencia genética con P. glandulosa; P. juliflora, reclasificada como P. laevigata
(centro y sur de Meéxico, Guerrero, Querétaro, Estado de Meéxico, Michoacan,
Morelos, Oaxaca Puebla, San Luis Potosi, Veracruz, Nuevo Ledn, Aguascalientes,
Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco y Zacatecas); P. glandulosa var. glandulosa
(Coahuila, Chihuahua, Sonora, Nuevo Leodn y norte de Tamaulipas); P. glandulosa
var. torreyana (Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Sinaloa, Coahuila,

Nuevo Ledn, Zacatecas y norte de San Luis Potosi). En México la mayor densidad



de mezquitales (0 mezquiteras) se concentra principalmente en el estado de
Sonora, aunque también abunda en los estados de Durango, San Luis Potosi,
Coahuila, Chihuahua, Nuevo Leo6n, Tamaulipas y Zacatecas (Rodriguez &
Maldonado, 1996).

2.8 El mantillo

El mantillo juega un papel transcendental en los procesos naturales del ecosistema,
donde algunos investigadores han reconocido que el cambio de la cobertura vegetal
tiene efectos directos sobre la constitucion del mantillo, y este Ultimo determina la
organizacion y estructura de las comunidades vegetales, a través de la germinacién
de las semillas, la sobrevivencia de plantulas y el desarrollo de retofios vegetales
(Guzméan & Walker 1991). Asimismo, Vitousek, et al., (1995) mencionan que es
parte primordial en el proceso de almacenaje de carbono y elementos minerales en
el suelo, donde conjuntamente con la tasa de renovacion de la biomasa subterranea

constituye la via principal de transferencia de nutrientes al suelo.

Dominguez, et al., (2009), indican que el suelo sostiene una red trofica muy
compleja cuyo funcionamiento resulta en Gltimo término en el ciclo de la materia
organica y nutrientes donde los nutrientes del suelo son producto del equilibrio de
la biomasa vegetal depositada y la calidad de nutrientes que pueda contener, y
donde los sitios ricos en nutrientes reflejan la biomasa y crecimiento de las plantas.
Por ejemplo, dada la heterogeneidad espacial de nutrientes del suelo, Zhang, et al.,
(2010) encontraron una mayor proliferacion de raices en los sitios mas ricos en
nutrientes. Se ha demostrado que diferentes tipos de vegetacion forman y

mantienen diferentes calidades de suelos (Bach, y otros, 2003).
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2.9 Bacterias del suelo

Las bacterias estan presentes en todos los tipos de suelo, pero su poblacion
decrece a medida que la profundidad incrementa, asi que la mayoria de los
microorganismos se concentra en el horizonte a, que es la capa superficial del suelo

con mayor materia organica (Subba R.1997).

2.10 Importancia de los Microorganismos

Como es bien sabido, los microorganismos son los seres mas numerosos que
existen en la tierra; son organismos ancestrales que han colonizado exitosamente
cada nicho ecoldgico posible, se encuentran practicamente en todas las regiones
del planeta, desde los polos, en ambientes bajo el punto de congelacion y muy
secos, hasta los tropicos con temperaturas altas y con elevada precipitacion pluvial,
su presencia y actividad es esencial para la salud y funcionamiento adecuado de
todos los ecosistemas (Olembo, 1991).

Las bacterias son los organismos mas numerosos en el suelo (entre 10" y 10"
bacterias * g de suelo), mientras que los hongos dados su mayor tamafio, aunque
menor abundancia tiene la biomasa mas significativa (Alexander, 1980).

Tate (1995), explica que estos ayudan directamente al desarrollo de las plantas por
su aporte nutricional o bien mejorando las caracteristicas del suelo mediante una
mejor agregacion de particulas, incrementando la retencién de suelo, la porosidad,

la retencion de agua y el control de la erosion.
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De igual manera, Stewart (1991), indica que gran parte de la significancia de los
microorganismos se expresa al mantener un balance adecuado entre el suelo, la
planta y la microbiota nativa, sefiala que el punto en donde se llevan a cabo las
interacciones mas importantes, es la rizosfera, zona de influencia de la raiz, se
puede decir que la sostenibilidad depende de mantener las buenas condiciones

fisicas, quimicas y biolégicas del suelo.

Por otro lado, los microorganismos son un factor importante en el proceso de
formacién del suelo, participan en la transformacion de compuestos organicos y
minerales e influyen en el contenido y la movilidad de los macro y micro elementos,
asi como en su balance y asimilacién por las plantas (Morell & Jiménez, 2008);
ademas, desarrollan funciones esenciales como el ciclaje de nutrimentos para el
crecimiento de las plantas, formaciéon de humus del suelo, mejora de las
propiedades fisicas y el mantenimiento de la biodiversidad de los ecosistemas
(Campbell, et al., 1997)

Acufia, et al., (2006), mencionan algunos de los beneficios de los microrganismos
para el sistema suelo — planta: a) producen hormonas que promueven el
crecimiento; b) facilitan el desarrollo de las plantas (Wolfe & Klinomoros, 2005); c)
estimulan la germinacion de las semillas y el enraizamiento; y d) protegen a las

plantas del estrés hidrico y abiético en general.

2.11 Metagendémica

La metagenOmica es una ciencia que surge como una rama de las ciencias
genomicas, la cual se refiere al estudio del metagenéma de un nicho en particular
(Handelsman, 2004; Riesenfeld, et al., 2004).
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El término meta significa trascender y en el concepto metagendmica es estratégico
porque esta herramienta de la ciencia incluye investigacion a tres niveles
interrelaciona-dos (procesamiento de muestras, secuenciacion de ADN y analisis
funcional) para comprender la funcién e importancia de los genes en una comunidad
y analizar su influencia en las actividades de otros genes al realizar una funcién
colectiva (NRC 2007).

Chen y Pachter (2005), la definen como el empleo de metodologias gendmicas
modernas para el estudio espontaneo de las asociaciones microorganismos en
entorno natural donde se encuentren, impidiendo asi la necesidad de aislar y

cultivarlas cada uno de las variedades de especies que forman la comunidad.

16S rRNA es el gen marcador molecular mas utilizado en los estudios de la
metagendmica para la identificaciébn de microorganismos que llegan a ocupar un

ambiente definitivo. (Jensen y Lauro, 2008; Sogin et al., 2006).

Esta metodologia estudia el total del ADN que podemos encontrar en un nicho
especifico (Kermekchiev et al., 2009). El conocimiento del metagendma de un
ambiente en particular puede permitirnos una buena aproximacion a los diversos
aspectos de la vida microbiana que alli se estad generando, genes que se expresan
bajo esas condiciones ambientales, o quizas, las diferentes interacciones

ecologicas de ese nicho particular (Venter y otros 2004).

El suelo es probablemente uno de los ambientes mas complejos por su diversidad

y complejidad microbiolégica (Daniel, 2005; Mocalli y Benedetti, 2010).



13

Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del experimento

El presente trabajo de investigacion se realizé en diversas areas situadas en el
municipio de San Pedro, Coahuila de Zaragoza, México. Se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con cuatro tratamientos incluyendo el testigo,
las muestras colectadas fueron las siguientes: (Muestras A 1-4, figura 2); bosque
juvenil con manejo de aproximadamente 20 afos, es el area donde se obtiene una
alta produccién de vaina de mezquite, obteniendo las siguientes coordenadas:
25°40'57.9"N 102°54'53.9"W, (Muestras B 1-4, Figura 3); bosque juvenil con
manejo de aproximadamente 20 afios y baja produccion de vaina 25°40'55.7"N
102°54'48.3"W, (M S2-S3, Figura 4 y 5); mantillo, Bosque afioso sin manejo mayor
de 40 afos, 25°43'24.2"N 103°01'19.7"W ; 25°43'24.1"N 103°01'19.8"W vy (S1,
Figura 6) suelo desnudo sin mezquital, 25°40'54.2"N 102°54'50.6"W.

Figura 2.- Ubicacion del sitio de muestreo (A 1-4). Imagen recuperada de Google

Maps. Noviembre 2021.



14

Figura 3.- Ubicacion del sitio de muestreo (B 1-4. Imagen recuperada de Google
Maps. Noviembre 2021.

Rt R
Gooale'!

Figura 4.- Ubicacion del sitio de muestreo, mantillo (S2). Imagen recuperada de

Google Maps, noviembre 2021.
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Figura 5.- Ubicacion del sitio de muestreo, mantillo (S3), Imagen recuperada de

Google Maps. Noviembre 2021,

Figura 6.- Ubicacion del sitio de muestreo (S1). Imagen recuperada de Google

Maps. Noviembre 2021.
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3.2 Toma de muestras

Las muestras se tomaron en los cuatro sitios seleccionados, para el caso de los
mezquitales se muestre6 a una distancia de un metro aproximado del tallo,
utiizando una barrena suelera estandar tipo (SP06505 Modelo J), para

microorganismos del suelo y con un cilindro de bronce para densidad aparente.

3.3 Secuenciacion masiva de siguiente generacion 16S rRNA

El trabajo de laboratorio se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional en Salud:
Diagnostico Molecular y Efecto Ambiental en Enfermedades Croénico-
Degenerativas, Facultad de Estudios Superiores lztacala, Universidad Nacional
Autébnoma de México. Las muestras fueron depositadas en tubos para lisis
BashingBead™; en seguida se agregaron 750 pl de buffer lisante/estabilizador
Xpedition™ Zymo Research™. Cada tubo se colocé en un disruptor celular

(TerraLyzer™) durante 30 segundos para su conservacion.

El DNA de las muestras fue extraido utilizando el kit DNA Zymobiomics MiniPrep de
Zymo Research™. La cantidad de DNA por muestra se midié en un fluorometro
marca Qubit®. Se realizé la amplificacion de la region V3-V4 del gen 16S rRNA
empleando los primers sugeridos por Klindworth et al. (2013): S-D-Bact-0341-b-S-
17, 5 -CCTACGGGNGGCWGCAG-3* y S-D- Bact-0785-a-A-21, 5'-
ACTACHVGGGTATCTAATCC-3’, que producen un amplicon de ~460 pb. Estas

secuencias se mandaron a sintetizar con los adaptadores “overhang” del protocolo

de Illumina (2017a) quedando de la siguiente manera: 5-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-
3 y 5-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA
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TCC-3" (amplicén de ~550 pb). Se utilizé el protocolo de PCR lllumina (2017a)
usando 12.5 yl de MyTaqTM Ready Mix 1X (Bioline®), un pl de cada primer (10
uM), 5 ul de DNA (50 ng totales) y 5.5 ul de H20O grado molecular; se utilizé el
siguiente ciclo: 95 °C por tres 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 colocé un ul de los productos de PCR en un
chip de Bioanalyzer ADN 1000 para verificar el tamafio del amplicén (~550 pb). Se
realizo la purificacion de los amplicones con perlas Agentcourt® AMPure® XP al
cero punto ocho por ciento. Posteriormente, los amplicones se etiquetaron utilizando
el Nextera XT Index KitTM para la creacion de las bibliotecas, siguiendo el protocolo
de lllumina (2017b), empleando 25 pl de MyTagTM Ready Mix 1X (Bioline®), 5 pl
de cada primer (N7xx y S5xx), el siguiente ciclo: 95 °C por tres 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 realizé la purificacion de las bibliotecas con perlas Agencourt®
AMPure® XP al uno punto dos por ciento. Se colocé un ul de la biblioteca final de
algunos productos de PCR seleccionados al azar en un chip de Bioanalyzer ADN
1000 para verificar el tamafio del amplicén esperando un tamafio de ~630 pb.
Finalmente, se hizo la cuantificacion, normalizaciéon (equimolaridad), la agrupacion
de las bibliotecas y la secuenciacibn masiva de siguiente generaciéon (MiSeq
lllumina® de 2 x 250 lecturas de final pareado) siguiendo el protocolo para

metagendmica 16S (lllumina, 2017a).

3.4 Andlisis bioinformaética

Los resultados de la secuenciacion se almacenaron en la aplicacién digital de
lllumina BaseSpace en formato FASTQ. El andlisis de las secuencias se realiz6 en
maquina virtual Oracle VM VirtualBox 5.1.14 en MGLinux mediante el software
bioinformético Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) v.1.9.0
(Caporaso et al., 2010). El proceso se inici6 ensamblando las secuencias forward y

reverse utilizando el programa PEAR (Zhang et al., 2014) con un traslape de 50 pb,



18

una longitud minima por lectura de 430 pb y méaxima 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 calculé la media y la desviacion
estandar del nimero de pares de bases de las muestras, obteniendo una media
cercana a las 460 pb (amplicén obtenido de la region V3-V4). Se llevo a cabo la
eliminaciéon de secuencias quiméricas de las muestras con USEARCH (Edgar,
2010). La seleccion de OTUs se realizé 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 que solo tienen una
observacion). Se obtuvieron las tablas de abundancia absoluta de OTUs y se grafic
el nUmero de secuencias por el nUmero de taxa, categoria género, para observar si
se logré una profundidad de cobertura adecuada (curvas de tendencia asintota);
esta gréfica se realizdé en PAST ver 3.15 (Hammer et al., 2001). Al observar que el
namero de secuencias alcanzado de manera simultdnea por todas las muestras fue
6,500 se llevo 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
calcul6 la diversidad beta utilizando el indice de Bray-Curtis (Beals, 1984); esta
matriz de diversidad beta se utilizo 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 érden y se graficaron en
Excel. Las familias y géneros cuya abundancia relativa fue superior al 0.01% fueron
representados en mapas de calor; se utilizd 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
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(PCoA) y lo visualizamos utilizando el software Emperor (Vazquez-Baeza et
al.,2013). Finalmente, se realizdé un analisis LEfSe (tamafio del efecto del andlisis
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

realizo en el sitio web http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/.


http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/
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IV RESULTADOS

De acuerdo con las determinaciones de las variables de carbono organico del suelo
(COS, Mgha''), materia organica (MOS, Mgha), pH y conductividad eléctrica (C.E.,
uScml), en la Figura 7, de manera grafica se observa que la acumulacion de

materia organica fue mayor en el suelo desnudo.
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Figura 7.- Contenido de carbono orgéanico del suelo (COS) y materia organica del

suelo (MOS) de los sitios de estudio en mezquitales y suelo desnudo.

En la figura 8 se observa una CE alta en la muestra de mantillo y una baja en
suelo desnudo, el pH se muestra menor en mantillo y mayor en suelo desnudo.
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Figura 8.- Conductividad eléctrica Y PH del suelo en sitios de estudio de

mezquitales y suelo desnudo.

4.1 Analisis de microbiota bacteriana

La media obtenida del numero total de secuencias para los suelos de alta
produccion de mezquite antes de realizar el ensamblaje fue de 203,085, para los
suelos con baja produccion fue 103,607 y para suelo con produccion silvestre fue
104,915. Las medidas de secuencias ya ensambladas fueron 101,821, 47,523 y
47,523 respectivamente. En seguida, se obtuvo una media de secuencias en
FASTA; para suelo de alta produccién 101,449, para suelos de baja produccion
47,351 y para suelo de produccion silvestre 42,839. Se obtuvo un promedio de
93,952 secuencias de calidad para suelo con alta produccion de mezquite, 46,828
para suelo de baja produccion de mezquite y 42,437 para suelo de produccion
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silvestre; después de la asignacion taxonomica, se obtuvo una media de secuencias

bacterianas de 75,655, 39,358 y 37,221 respectivamente a las muestras analizadas,

posteriormente tras la eliminacion de los sigletons se obtuvo una media de 27,104

para los suelos de alta producciéon de mezquite, 17,474 para suelo de baja

produccion de mezquite y 16,219 para suelo de produccion silvestre (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Numero de secuencias obtenidas para cada tipo de suelo .ST=

Secuencias totales, SE = Secuencias ensambladas, D= Desechadas, Q= Quimeras

eliminadas, SC= Secuencias de calidad después de la eliminacion de quimeras,

SB= Secuencias bacterianas después de la asignaciéon taxondémica, SBSS=

Secuencias bacterianas después de la eliminacion de los sigletons.

MUESTRA ST SE D FASTA Q e SB SBSS
Al 105,292 | 53,379 | 51,913 | 53172 | 723 | 52,449 | 46,995 | 26,886
A2 103,819 | 47,157 | 56,662 | 46,990 | 357 | 46,633 | 36,247 | 8,329
A3 487,228 | 255,304 | 231,924 | 254,382 | 28,350 | 226,032 | 175,753 | 54,425
A4 116,000 | 51,444 | 64556 | 51251 | 557 | 50,694 | 43,626 | 18,776

Media 203,085 | 101,821 | 101,264 | 101,449 | 7,497 | 93,952 | 75,655 | 27,104
B1 93,773 | 48247 | 45526 | 48,059 | 735 | 47,324 | 41,686 | 22,706
B2 98,256 | 47,003 | 51,253 | 46,844 | 525 | 46,319 | 39,144 | 17,678
B3 112,028 | 53,055 | 58,973 | 52,844 | 474 | 52,370 | 45712 | 22,942
B4 110,372 | 41,786 | 68586 | 41,656 | 359 | 41,297 | 30,890 | 6,570

Media 103,607 | 47,523 | 56,085 | 47,351 | 523 | 46,828 | 39,358 | 17,474
s1 101,748 | 48,233 | 53515 | 48,049 | 331 | 47,718 | 42482 | 19,026
S2 125,666 | 49,985 | 75681 | 49,787 | 675 | 49,112 | 42,793 | 21,258
S3 87,330 | 30,795 | 56,535 | 30,681 | 199 | 30,482 | 26,389 | 8,373

Media 104,915 | 43,004 | 61,910 | 42,839 | 402 | 42,437 | 37,221 | 16,219
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Se obtuvo una profundidad de cobertura aceptable en cuanto al numero de OTUs
bacterianos que se registrd de las muestras, ya que las curvas tendieron a la
asintota (Figura 9).
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Figura 9.- Numero de secuencias por el numero de OTUs para cada muestra de

suelo sin rarificar.

Se registraron 17 Phyla, de los cuales se tomaron 6 de los més abundantes en los
tres diferentes suelos, para el caso de suelo de alta produccion se presento
Actinobacteria  (¥=42%), Proteobacteria  (¥=25%), Chloroflexi  (x=15),
Planctomycetes (x=12%), Acidobacteria (x=2%) y Saccharibacteria_ TM7 (x=1%).
Para suelo de baja produccion se present6 Actinobacteria (¥=0%), Proteobacteria
(x=3%), Chloroflexi (x=41%), Planctomycetes (¥=0%), Acidobacteria (x=0%)
Saccharibacteria_ TM7 (x=13%) y para suelo de produccion silvestre Actinobacteria
(x=0%), Proteobacteria (x=2%), Chloroflexi (x=40), Planctomycetes (x=0%),
Acidobacteria (x=0%) y Saccharibacteria_ TM7 (x=9%) (Figura 10).
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Figura 10.- Abundancia relativa (%) promedio de los principales Phyla de bacterias
que existen en las muestras de suelo. Media A = Suelo con alta produccion de
mezquite, Media B = Suelo con baja produccién de mezquite, Media S = Suelo con

produccion de mezquite silvestre.

Se registrd un total de 52 clases en las 3 muestras de suelo que se analizaron, por
lo cual en suelo de alta produccién obtuvimos Actinobacteria ¢ (x=36%),
Alphaproteobacteria (¥=25%), Phycisphaerae (x=11%), Acidimicrobiia (¥=5%),
GQ396871 c (x=7%), Thermomicrobia (x=2%), en suelo de baja produccion se
obtuvo Actinobacteria_c (¥=33%), Alphaproteobacteria (¥=28%), Phycisphaerae
(x=10%), Acidimicrobiia (¥=6%), GQ396871 c (x=4%), Thermomicrobia (¥x=2%) y
para la produccion silvestre se presentd Actinobacteria_ ¢ (¥=35%),

Alphaproteobacteria (¥=38%), Phycisphaerae (¥=4%), Acidimicrobiia (¥=4%),
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GQ396871 c (x=3%), Thermomicrobia (x=1%) los mas abundantes en cada suelo
(Figura 11).
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Figura 11. Abundancia relativa (%) promedio de las principales clases de bacterias

en las tres diferentes muestras de suelo que se tomaron.

Dentro del analisis se encontr6 un total de 90 o6rdenes, de los cuales
Phycisphaerales (x=11%), Frankiales (x=10%), Rhizobiales (x=8%), PAC002290_o
(x=8%), Rhodospirillales (x=8%) y GQ396871 o0 (x=7%) fueron los mas abundantes
para el suelo con alta produccion de mezquite, para el suelo con baja produccién de
mezquite Phycisphaerales (¥=9%), Frankiales (¥=10%), Rhizobiales (x=11%),
PAC002290 o (x=10%), Rhodospirillales (x=5%) y GQ396871 o (x=7%) y
Phycisphaerales (x=13%), Frankiales (x=7%), Rhizobiales (x=9%), PAC002290_o
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(*=5%), Rhodospirillales (x=11%) y GQ396871 o (¥x=2%) para suelo con

produccion de mezquite silvestre (figura 12).
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Figura 12. Abundancia relativa (%) promedio de principales 6rdenes de bacterias

en las tres diferentes muestras de suelo.

4.2 Mapas de calor para las familias y géneros representativos en los suelos
analizados

Se realizé un mapa de calor para representar a las familias debido al gran nimero
de taxa que se registrd, 210 familias (figura 13), de igual manera se registré una
alta cantidad de géneros, 621 en total, lo cual presentaron una abundancia relativa

mayor a 0,01% en ambos casos (figura 14).
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Figura 13.- Mapa de calor de las familias Figura 14.- Mapa de calor de los géneros
bacterianas de las tres diferentes bacterianos de las tres diferentes
muestras de suelo cuya abundancia muestras de suelo cuya abundancia

relativa fue mayor a 0.01%. relativa fue mayor a 0.01%.
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Entre las tres diferentes muestras de suelo: AP, BP Y PS (Mantillo y suelo desnudo)

encontramos una cierta abundancia de géneros con similitud entre si, en las que

predominan ciertos ejemplos, tomando los principales 25 géneros mas abundantes

de cada una de las muestras, mostrandose de mayor a menor en Su presencia

(cuadro 2).

Cuadro 2.- Géneros predominantes en general de cada una de las muestras que

se analizaron.

No.| ALTA PRODUCCION | BAJA PRODUCCION MANTILLO SUELO DESNUDO
1 Tepidisphaera Tepidisphaera Sphingomonas Sphingomonas
2 FJ479147 ¢ FJA79147 ¢ Tepidisphaera Streptomyces
3 Blastococcus Microvirga Streptomyces Geodermatophilus
4 Sphingomonas Skermanella Microvirga Microvirga

5 Geodermatophilus Geodermatophilus Blastococcus Blastococcus

6 Microvirga Blastococcus Geodermatophilus Tepidisphaera
7 Skermanella GQ396871 g Skermanella GQ263023 g
8 GQ396871 g Sphingomonas Nocardioides FOFG ¢

9 GQ263023 g Streptomyces GQ396871 g Pseudonocardia
10 Streptomyces PAC000317 g Lentzea Pseudolabrys
11 Nocardioides Craurococcus Pseudarthrobacter GQ396871 g
12 Pseudarthrobacter FJ478561 ¢ PAC002019 g Micromonospora
13 FJ478561 g Nocardioides GQ263023 ¢ Nocardioides
14 PAC000317 g PAC002019 g Sphingosinicella JF266448 g
15 PAC002290 g Pseudarthrobacter FJ479147 ¢ Sphingosinicella
16 Pseudonocardia GQ263023 g Devosia JADL g

17 EU861840 g PAC002290 g Pseudonocardia Skermanella
18 FOFG g Sphingosinicella FOFG g PAC002019 g
19 Craurococcus Methylobacterium Micromonospora Devosia

20 PAC002019 g EU861840 g PAC002290 g Actinomadura
21 Micromonospora Pseudonocardia FJ478561 ¢ Constrictibacter
22 Methylobacterium Micromonospora Actinomadura Kocuria

23 Rubellimicrobium Kocuria Ensifer Asprobacter
24 JADL g Stenotrophobacter Pseudolabrys Kribbella

25 Sphingosinicella JADL_g JADL_g Altererythrobacter
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Al realizar el método PERNOVA con la prueba estadistica pseudo-F se observo

diferencia significativa entre grupos (cuadro 3).

Se pudieron apreciar los grupos de las muestras con Alta produccion (A1-A4), Baja
produccion (B1-B4), y suelo con produccion silvestre como testigo (S1-S3) utilizando
Andlisis de coordenadas principales (PCoA) haciendo evidente la separacion que

existe entre grupos (Figura 15).

Cuadro 3.- Resultados obtenidos con el método PERNOVA

Nombre del método PERMANOVA
Nombre de la prueba estadistica pseudo-F
Tamafo de la muestra 11
Numero de grupos 3
p-value 0.002
Numero de permutaciones 999
<.
PC2 (11.82 %)
N @,
3e
s, o
s
L]
Af
e
N4 PC1 (32.05 %)
PC3 (10.16 %)

Figura 15.- Visualizacion de grupos de muestras utilizando PCoA.
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4.3 Taxa biomarcadores

Se realizé una grafica de barras para un analisis discriminante (figura 16) y un
cladograma para representar los resultados obtenidos mediante el analisis LEfSe
para hacer una comparacion de clases de alta dimensiéon con un enfoque en los
taxa biomarcadores (figura 17). En los que observamos una separacion evidente
entre las muestras de suelo con alta produccion, baja produccion y produccion

silvestre de mezquite, ademas de identificar los taxa predominantes por poblacién.

I AltaP [ BajaP HEE Silvestre

Alphaproteobacteria
Proteobacteria
Sphingomonadales
Sphingomonadaceae
Sphingomonas
Rhizobiales
Pseudonocardiaceae
Pseudonocardiales
Bradyrhizobiaceae
Devosia

Devosia_f
Rhizobiaceae
Hyphomonadaceae
Kallotenuaceae
PAC000317_g
Kallotenuales
Craurococcus
Methylobacterium
Solibacteres
Solibacterales
Bryobacteraceae
EUB61840_g
PAC002019_g
PAC002290_o
Chloroflexi
F]479147 g
FJ479147 _f
FM209159_g

B
wu

o -
= -

2 3
LDA SCORE (log 10)

Figura 16.- Taxa biomarcadores predominantes representativo de los resultados
LEfSe.
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a: PAC002019 g

b: Bryobacteraceae

c: Solibacterales

d: Solibacteres

e: PAC000317_g

f: FJ479147 g

g: FJ479147 f

h: PAC002290 o
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z: Alphaproteobacteria
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V DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré un mayor contenido de COS y
MOS en suelo desnudo. Garcia et al., (2006), mencionan que el alto contenido de
materia organica de un suelo es definido por el balance entre ingresos y salidas de
carbono pasando por un proceso de mineralizacion, asi también Alvarez y Steinbach
(2006), sefialan que los niveles de M.O. estan regulados por el clima, dado que el
mismo incide en el balance de carbono al afectar el ingreso del mismo al suelo y su

salida por respiracion microbiana.

Asi mismo en la variable de C.E y pH del suelo en sitios de estudio de mezquitales
y suelo desnudo se tuvo un pH bajo de 7.31 (acido) en la muestra de mantillo y una
C.E. alta de 423 uScm?, Martinez et al., (2008), menciona que esto se debe al
aumento de la cantidad de MOS, es decir a mayor cantidad de materia organica
menor serd el pH sin mencionar que va a depender también del origen del suelo,
asi también en la muestra de suelo desnudo se obtuvo un pH alto de 8.26 (alcalino)
y C.E. baja de 147 uScm, en relacion a la C.E. Esta varia segun la cantidad de
humedad retenida por las particulas del suelo (De Neve et al., 2000). esto explica la

diferencia de géneros en cada sitio.

En el andlisis se encontré que en suelos con BP y PS de mezquite se presenta una
mayor abundancia el phylum chloroflexi, a diferencia del suelo con alta produccion
de mezquite donde se encuentra el phylum actinobacteria de acuerdo a Leon et al.,
(2007) son un grupo importante de bacterias saprofitas y de crecimiento filamentoso

gue son capaces de producir una amplia variedad de enzimas extracelulares.
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Los resultados que se obtuvierdn en cuanto a géneros bacterianos mas abundantes
en los suelos analizados fueron Tepidisphaera, Sphingomonas, FJ479147 g,

Blastococcus y Microvirga, Streptomyces.

Para los suelos de Alta y Baja Produccion, Tepidisphaera fue el género mas
abundante que se encontré y mostrandose a si mismo como el tercero para el suelo
con produccion silvestre (PS). De acuerdo a Kovaleva et al., (2015), estas pueden
encontrarse en temperaturas moderadamente altas de hasta 50 °C con un pH
Optimo para su crecimiento de 7,0 a 7,5 (rango de 4,5 a 8,5), de acuerdo a las
condiciones que se encuentran en el suelo puede ser la razon por la cual este

presente este género.

Se encontré6 FJ479147 g como el segundo mas abundante en los suelos de
mezquite de AP y BP presentdndose como género no definido. En el suelo de
produccion silvestre se encontré Sphingomonas, de vida libre y beneficiosas para

las plantas como promotoras de crecimiento vegetal (Seipke et al.,2011).

De acuerdo a las graficas obtenidas del analisis Lefse se aprecia la muestra de
suelo con alta produccion de mezquite con mayor niumero de bacterias que aun no
han sido registradas y solo se presenta con claves. Cloroflexi es una bacteria
filamentosa capaz de producir una amplia variedad de exoenzimas, incluida la
guintinasa, presente como antagonista de hongos en la rizosfera del mezquite

(Hasnain, 2017) es la Unica bacteria identificada con mayor abundancia.
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En el suelo de baja produccion se encontré con mayor abundancia kallotenuaceae
segun Jessica et al., (2013), menciona que estas son bacterias filamentosas no

ramificadas y no formadoras de esporas, que crecen a 45-65 ° C, pH 5,6-9,0.

En esta misma grafica se puede ver una gran abundancia de Alphaproteobacteria
en el suelo de produccion silvestre , siendo esta una clase diversa de organismos
dentro del filo proteobacteria con muchas funciones biolégicas importantes, tienen
un estilo de vida intracelular como mutualista de plantas (Batut, 2004),en segundo
lugar se presentd proteobacteria, de acuerdo a Felske et al.,(1998), estas tienen
efectos benéficos para crecimiento en plantas, sintesis de fitohormonas vy la fijacion

de nitrégeno atmosférico .

La obtencion de la alta y baja produccién de vaina se obtiene de acuerdo al manejo
que se da en las areas donde se tiene mezquite, cuando estas llegan a su punto de
maduracion caen al suelo y son aprovechadas, ya que al ser leguminosas poseen
un alto contenido de nitrégeno mismo que favorece a los suelos y al mismo tiempo
a las plantas que se encuentren a su alrededor, aumentando la abundancia de

microorganismos Lammel, et al., (2015).
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VI CONCLUSIONES

Acorde a los resultados obtenidos, se encontré que la diversidad de bacterias que
se encuentran en cada uno de los diferentes suelos analizados, se debe
principalmente al manejo agroecoldgico que se les dan a las diferentes huertas de
mezquitales, obteniendo asi mejores resultados en huerta silvestres (mantillo), esto
se debe a los afos de antigiiedad y por ende existe una mayor acumulacion de

materia organica y por lo tanto una mayor abundancia de microorganismos.

Asi también el pH va a depender de la disponibilidad de materia organica, ya que
ambos son indicadores de la fertilidad y sanidad del suelo, por lo cual es importante
saber si estas propiedades se encuentran en los niveles y la profundidad adecuada
para las plantas.

Se recomienda realizar mas trabajos como este, enfocados en cultivos que
beneficien a la sociedad, asi como también se recomienda llevar a cabo las
practicas agroecologicas en huertas de mezquite, ya que ayudan a incorporar
materia organica, y con la intervencién de los microorganismos aceleran la

desintegracion y se obtienen suelos mas fértiles.
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