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Resumen:

La agricultura se enfrenta a una serie de desafios complejos, ante lo cual, existe
una creciente demanda de agentes bioldgicos que confieren capacidades
aumentadas o beneficios a los cultivos y suelos donde estos se desarrollan. Se ha
propuesto el uso de bacterias benéficas en las plantas que pueden interactuar con
ellas y su comunidad microbiana nativa asociada de manera positiva teniendo
efectos directos sobre la germinacion, el rendimiento, biomasa , la concentracion
de metabolitos de interés etc., es sabido que la comunidad asociada a las plantas
confiere resistencia a su huésped ante diversos factores bioticos y abidticos; la
comprensién sobre los efectos que tiene la introduccion de una especie promotora
en la comunidad nativa de distintos suelos ayuda a ampliar el conocimiento sobre
los mecanismos detras de ellos y permite explorar nuevas estrategias de
explotacién biotecnoldgica. En el presente trabajo se analizé la composicién del
bacterioma rizésferico de plantas de maiz sin inocular y bionoculadas con
Pseudomonas fluorescens UM270 en tres tipos de suelo mediante la amplificaciéon
y secuenciacion de los genes ribosomales 16S; se estimo la diversidad mediante
diferentes indices ecologicos (de Shannon, Pielou, Faith,Bray-Curtis, Jaccard,
Unifrac ponderado y no ponderado) tras un depurado bioinformatico se
encontraron 2,452 OTUs. El dominio biolégico con mayor representatividad es
Bacteria con el 96.26% mientras que Archaea suman el 3.74 % restante; la
comunidad de todas las muestras se encuentran dominadas por los phyla
Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes,
Verrucomicrobiay Planctomyces en todas las muestras, sin embargo, la
comparacion de taxa y los analisis de diversidad revelaron un conjunto de
bacterias muy grande compartido con comportamiento diferenciado, también es
posible apreciar taxa exclusivo correspondiente a cada tratamiento, sugiriendo
diferencias en la composicion de las comunidades. Finalmente se evaluaron los
efectos promotores del crecimiento exhibidos en las plantas de maiz bionoculadas
encontrandose mejoras en los parametros fitometricos analizados como lo son la
biomasa de la planta, la concentracidn de clorofila y nimero de raices en los tres

tipos de suelo.

Palabras clave: Microbioma, Promocién de crecimiento, Biotecnologia, Zea
mays L., Bionoculacién



Abstract:

Agriculture faces a series of complex challenges, before which, there is a growing
demand for biological agents that confer increased capacities or benefits to the
crops and soils where they are developed. The use of beneficial bacteria in plants
that can interact with them and their associated native microbial community in a
positive way has been proposed, having direct effects on germination, yield,
biomass, the concentration of metabolites of interest, etc. It is known that the plant-
associated community confers resistance to its host against various biotic and
abiotic factors; understanding the effects of the introduction of a promoter species
in the native community of different soils helps to expand knowledge about the
mechanisms behind them and allows exploring new strategies for biotechnological
exploitation.

In the present work, the composition of the rhizospheric bacteriome of maize plants
without inoculation and bionoculated with Pseudomonas fluorescens UM270 in
three types of soil was analyzed by means of the amplification and sequencing of
the 16S ribosomal genes; diversity was estimated using different ecological index
(Shannon, Pielou, Faith, Bray-Curtis, Jaccard, weighted and unweighted Unifrac)
after a bioinformatic refinement, 2,452 OTUs were found. The most representative
biological domain is Bacteria with 96.26% while Archaea account for the remaining
3.74%; the community of all samples is dominated by the phyla Proteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes,
Verrucomicrobia and Planctomyces in all samples, however, taxa comparison and
diversity analyzes revealed a very large shared set of bacteria with differentiated
behavior, it is also possible to appreciate exclusive taxa corresponding to each
treatment, suggesting differences in the composition of the communities. Finally,
the growth-promoting effects exhibited in bionoculated maize plants were
evaluated, finding improvements in the phytometric parameters analyzed, such as

plant biomass, chlorophyll concentration and number of roots.on three soil types.



1.Introduccion

En la actualidad, la agricultura enfrenta desafios de variada indole, los
cambios climaticos a nivel global, las plagas de especies vegetales, la creciente
poblacién humana y la perdida de suelo fértil (Asher et al.,2002). Con la finalidad
de atender estas necesidades se han utilizado de manera inadecuada diferentes
productos quimicos para el manejo de plagas, modificar los valores nutricionales
del suelo y mejorar el desarrollo general de las plantas (Majeed.,2018). Sin
embargo, esto ha generado otra clase de problematicas como la pérdida de
biodiversidad debido a que muchos pesticidas funcionan de manera no selectiva y
danan a diferentes especies de microorganismos. Ademas, existen procesos de
bioacumulacion de compuestos toxicos a nivel subterraneo e incluso pueden
causar inhibicidén en la adquisicion de nutrientes en las plantas. Tampoco podemos
perder de vista el dafo a la salud humana debido a las malas practicas en la
agricultura (Nicolopoulou-Stamati et al.,, 2016). Por lo tanto, el uso de

microorganismos representa una alternativa amigable con el ambiente.

Es sabido que los microorganismos se encuentran asociados a las plantas
desde hace millones de afos, lo que ha permitido la coevolucion de ambos,
desarrollando multiples interacciones que repercuten en la salud de las plantas de
manera negativa o benéfica, mediante sefiales bioquimicas especificas
(Berendsen et al., 2012). Los microorganismos poseen un metabolismo plastico
que les permite proliferar en un rango muy amplio de condiciones fisicas, quimicas
y nutricionales, asi mismo, se encuentran en constante comunicacién entre ellas y
entre otros organismos en los diferentes dominios de la vida, lo que les permite
una capacidad intervencién en mayor o menor medida frente a otros organismos
gracias a las cadenas troficas participando en procesos ecolégicos y por tanto
impactar en los ecosistemas (Kour et al., 2020). La busqueda de microorganismos
potencialmente benéficos para las plantas contribuye al entendimiento de los
mecanismos de interaccion planta-microorganismo, el desarrollo de nuevas
estrategias de explotacion biotecnoldgica, la reduccién de pérdidas econémicas
causadas por patdgenos u otras condiciones de estrés, también pueden estimular

el crecimiento y la salud de las plantas (Prasad et al.,2015).



El cultivo del maiz (Zea mays L.) es de importancia global, y debido a su
versatilidad es aprovechado en multiples industrias como lo son la papelera,
energética, alimenticia y textil. EI maiz es un cultivo de importancia estratégica a
nivel internacional y genera una derrama econdémica significativa para el desarrollo
de los paises y su seguridad alimentaria (Ranum et al., 2014). Es un cultivo
resistente a diferentes tipos de estrés bidticos y abidticos, sin embargo, esto no
hace a la planta inmune a las enfermedades (Kimoto et al., 2019 y Balmer et
al.,2013). El maiz muestra la capacidad de asociarse con microorganismos, su
amplia variabilidad genética le permite producir diferentes exudados radiculares
con variada constitucion quimica (carbohidratos, aminoacidos, vitaminas,
fitoalexinas, péptidos, antibioticos y volatiles), en concentraciones y calidades
diferenciales; es también un cultivo que posee un dinamismo en la estructuracion
de su microbioma a lo largo de los distintos periodos de desarrollo de la planta y
que se adecua a distintos factores edaficos (Peiffer y Ley., 2013 y Correa-Galeote
et al., 2016).

2. Antecedentes
2.1 El cultivo del maiz en México

Se ha sugerido que la domesticacion del maiz se origina en México hace
aproximadamente 10,000 afos; desde entonces, el cultivo del maiz tiene un alto
valor econdmico, religioso y social, existiendo mas de 220 variedades y siendo 54
endémicas de nuestro pais, por lo que es también considerado como el mayor
reservorio genético de maiz en el mundo. (Benz 1997). México es el séptimo
productor mundial y en el aino 2020 dejé una derrama econdmica de 14,274
millones de ddlares. La planta de maiz y su ancestro, el teocintle, se clasifican
dentro del género Zea, perteneciente a la familia de las Graminea o Poaceae
(Figura 1), donde se encuentran otros cultivos de interés global como lo son el
trigo, el arroz, la cebada o la avena; sin embargo, la produccién global de maiz es

superior a la de otros cereales (Ramos-Gamifio.,2013).

El maiz es una planta de facil desarrollo y adaptable a muchas condiciones,

posee un tallo simple que puede alcanzar los 4 m de altura, robusto y sin



ramificaciones, las hojas son largas de gran tamano, lanceolada y sus raices son
fasciculadas. La reproduccion del maiz es monoica, por lo cual se han creado
multiples recombinaciones para obtener rasgos y caracteristicas particulares para
adaptarse a ciertas condiciones o para mejorar algun aspecto comercial. Debido a
su alta adaptabilidad el maiz puede desarrollarse en un espectro amplio de suelo
sin embargo se adapta mas facilmente a suelos con un pH ligeramente acido o
neutro (6-7), suelos profundos, ricos en materia organica, y con buena circulacion
para evitar la asfixia radicular. (Deras-Flores,.2020)

La clasificacion taxondmica del maiz es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisidon: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales

Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: Zea maysL.

Figura 1. Fotos representativas del maiz (1zq.) y su variabilidad genética (Der.)




2.2 El microbioma de plantas

El conjunto de microorganismos que se encuentran asociados a las plantas
ampliando su perfil genético y funcional es llamado microbioma. Debido a esta
relacion entre la planta y su microbioma asociado, hay quienes incluso proponen
gue son un mismo ente biolégico no disociable el microbioma de planta, lo que da
lugar al concepto del "holobionte™ (Hassani et al.,2018). En funcién de donde se
asocian los microorganismos, el microbioma se encuentra compartimentalizado en
cuatro regiones espaciales: el suelo de origen, que se encuentra bajo la influencia
de la planta, la filésfera, que se refiere a la parte area de la planta; la rizésfera que
corresponde a la porcion del suelo en contacto intimo con la raiz de la planta y bajo
la influencia de esta; por ultimo, la enddsfera, que comprende a los
microorganismos que viven dentro del tejido vegetal (Orozco-Mosqueda et
al.,2018). La investigacion sobre el por qué y el como coexisten estos
microorganismos ha permitido el desarrollo de productos y estrategias
biotecnolégicas basadas en el aprovechamiento de estos que permiten mejorar los
valores fitométricos de las plantas, el rendimiento de los cultivos, la resistencia a
condiciones climatoldgicas y nutricionales adversas, e incluso la resistencia ante

enfermedades inducidas por fitopatégenos (Trivedi et al., 2020)

Existe un modelo propuesto de dos pasos que busca explicar la adquisicion
del microbioma por parte de las plantas, el cual sugiere que el suelo funge como
un banco bioldgico en el que se encuentran los microorganismos en interaccion
mutua donde un primer paso de reconocimiento celular general existe, como el
reconocimiento de diferentes componentes celulares entre plantas vy
microorganismos, posteriormente un segundo paso de seleccion es ejercido por la
competencia propia de los microorganismos que buscan establecerse en un nicho
y por la seleccion impuesta por el genotipo de la planta huésped que secreta
compuestos que inhiben o favorecen diferencialmente algunos microorganismos

frente a otros (Bulgarelli et al., 2013).

La capacidad funcional de un microbioma no es igual a la suma de sus
componentes individuales, dado que los microorganismos interaccionan unos con

otros de manera importante y frecuente formando complejas redes microbianas.
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Estas redes microbianas usualmente consisten en miles de constituyentes
interdependientes que interactian de maneras mutualistas, sinérgicas,
comensales o parasiticas (Agler et al., 2016). Estas interacciones tienen el
potencial de influir en el desarrollo de los otros constituyentes, con consecuencias

directas sobre la fertilidad de los suelos y la salud de las plantas.

Una estrategia para comprender mejor estas redes microbianas es la
construccion de redes de coocurrencia, estas son usualmente establecidas
mediante el célculo de correlacion en la abundancia de miembros individuales. Los
taxa microbianos que frecuentemente coocurren juegan un papel clave dentro del
microbioma, ya que pueden interactuar con muchos otros microorganismos como
taxa eje, los cuales tienen un importante efecto regulatorio en los otros integrantes
del microbioma, por otra parte, aquellos taxa cuya abundancia no se correlaciona
con otros microorganismos son conocidos como taxa periférico (van der Heijden et
al.,2016). Una forma de abordar la informacién de estas relaciones es la aplicacion
de la teoria de grafos, donde un grafo es una representaciéon grafica de las redes
de trabajo o asociaciones que existen entre los componentes de una comunidad;
bajo el contexto de redes de trabajo sociales aplicadas a las comunidades
microbianas, los nodos o vértices representan un taxén y los aristas o lineas
funcionan como pesos donde su presencia/ausencia, correlacidon, distancia,
intensidad y multiples caracteristicas o atributos del sistema pueden ayudarnos a
encontrar las estructuras mas estables de la comunidad y las interacciones que
existen entre diferentes taxa a diferentes niveles de complejidad segun el enfoque
del manejo de datos.Estrategias para la introduccion de cepas que alteran el
efecto de ensamblaje de un microbioma son diversas y pueden ocurrir mediante la
seleccion mediada por el huésped, la seleccidbn de microbioma a través de
generaciones, inoculacién del suelo, rizosfera, semillas o plantulas, también se
utiliza la atomizacién en tejidos superficiales y la inyeccién directa en tejidos o
lesiones (Orozco-Mosqueda et al.,2018). Existen trabajos sobre el ensamblaje del

microbioma de maiz y las variables que podrian explicar su dinamica (Tabla 1)



Tabla 1. Trabajos previos sobre la utilizacion del maiz para evaluar el ensamble de su

Tipo de suelo

Pais

Aporte

Referencia

Suelo franco limoso
y suelo limo-arcilloso

Suelo limoso
(Endoaquoll) y suelo
limo-arenoso

Suelo arcilloso, suelo
franco-arenoso y
suelo franco-limoso

Suelo franco-
arenoso

No se menciona

Suelo limo-arcilloso

USA (New York,
lllinois. Missouri)

USA (lllinois) y
Alemania
(Braunchwieg)

USA (Colorado)

Perd (Huancavelica)

USA (New York,
lllinois. Missouri)

USA (lowa)

Exploran la diversidad y la

capacidad de
heredabilidad de un
microbioma a través de
generaciones en
diferentes tipos de suelo

Estudian las diferentes
conformaciones que
adoptan las comunidades
microbianas del rizobioma
a través de diferentes
estadios de desarrollo de
las plantas

Analizan el dinamismo de
un microbioma a través de
un suelo que es
modificado quimicamente
de manera gradual y los
efectos de legado

Encuentran diferencias en
el ensamblaje del
microbioma debido a la
calidad y cantidad de
exudados radiculares

Estudian y comparan el
microbioma de 27 lineas
de maiz en cinco suelos
diferentes durante un
periodo de 5 afios

Muestran impacto
practicas agricolas en
reclutamiento de
microorganismos

Peiffer y Ley., 2013
Communicative &
Integrative Biology

Li et al., 2014 Soill
Biology and Biochemistry

Bakker et al., 2015 Plant
and Soil

Correa-Galeote et al.,
2016 Frontiers in
Microbiology

Walters et al., 2018
Proceedings of the
National Academy of
Sciences

Wattenburger et al., 2019
Phytobiomes Journal




2.3 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (o PGPR, por sus
siglas en inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria) se definen como aquellas
qgue son capaces de conferir beneficios al crecimiento, desarrollo y la salud de las
plantas (Singh et al.,2015); este efecto es provocado mediante dos mecanismos
generales de accidon, mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos
son aquellos en los que la bacteria secreta diferentes compuestos u opta por
estrategias que repercuten directamente en el desarrollo de las plantas, como lo
son la sintesis de fitohormonas como auxinas, giberelinas y acido abscisico, la
modificaciéon del pH para solubilizar macro y micronutrientes entre otros. Los
mecanismos indirectos, a su vez generan efectos positivos sobre las plantas, pero
sin ejercer el efecto directamente sobre ellas, ejemplos de estos mecanismos lo
son la competencia por espacio y nutrientes, la secrecion de compuestos
antimicrobianos o la disrupcion de rutas de sehnalizacion de otros organismos
(Glick 2012).

2.4 Exudados radiculares

Las plantas son esenciales en las cadenas tréficas puesto que aprovechan
la energia del sol para fijar carbono. Estos fotosintatos poseen un amplio espectro
de efectos y diferentes propiedades fisicoquimicas, la secrecidon de estas
moléculas a través de la raiz es una caracteristica comun de todas las plantas y es
un fendbmeno conocido como rizodeposicion (Brimecombe et al., 2007). Algunos
ejemplos de exudados radiculares incluyen aminoacidos, vitaminas, acidos
organicos, entre otros. Debido a esto la rizésfera es un nicho rico en nutrientes con
gradientes de concentracion y propiedades fisicoquimicas diferenciales a lo largo
de la raiz y en su circunferencia de accién. La amplia naturaleza quimica de estos
exudados es un factor que moldea el microbioma, favoreciendo el desarrollo de
algunos microorganismos e inhibiendo a otros. Ademas, existe un lenguaje
quimico selectivo entre plantas y microorganismos que responde de maneras
distintas ante diferentes tipos de estrés bidtico y abiotico. Por lo tanto, la rizésfera

es una microzona ecoldégicamente muy diversa y también una zona de



competencia por el establecimiento y la proliferacion de diversas comunidades de

micro y macroorganismos (Sasse et al., 2018).
2.5 Efectos benéficos de las rizobacterias sobre las plantas.

La rizosfera una zona rica en sustratos aprovechables por diferentes
microorganismos debido al fenémeno conocido como rizodeposicion, por lo cual,
existe una constante competencia entre miembros de una comunidad por la
permanencia; de manera particular las PGPR son bacterias que logran colonizar y
proliferar en la rizosfera de las plantas sin generar dafos aparentes e inclusive
teniendo efectos benéficos sobre ellas, estas bacterias han desarrollo mecanismos
que estimulan y protegen a sus huéspedes confiriéndoles a ellas un efecto positivo
a nivel poblacional al recibir sustratos en un intercambio bioquimico regulado;
entre las estrategias con las que cuentan los microorganismos estan aquellos
relacionados con la solubilizacion, biotransformacion y un aumento en el
aprovechamiento de elementos nutricionales, la capacidad de mitigar condiciones
de estrés abidtico como sequia o la salinidad, la estimulacion del sistema inmune y

la proteccién hacia diferentes fitopatoégenos (Figura 2).

2.5.1 Solubilizacién de fésforo

El fésforo (P) es un elemento esencial en la nutricidn vegetal, en el suelo se
encuentra en dos formas principales: el fosforo organico, que se encuentra ligado
a la materia organica en componentes celulares o compuestos organicos, este es
degradado por bacterias, plantas u hongos, el fosforo inorganico por su parte suele
formar complejos minerales con el calcio, aluminio y manganeso. El fosforo
aprovechable por las plantas se encuentra en forma de ortofosfatos, formas
inorganicas solubles como iones monobasicos (H2PO4) y dibasicos (HPO4) (Alori
et al; 2017).

Debido a la disponibilidad de este elemento (P) es baja, plantas y
microorganismos compiten por este mediante procesos de precipitacion,

solubilizacion, absorcion y desorcidén, la conversion de fosfatos inorganicos
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disponibles a formas organicas no disponibles se denomina inmovilizaciéon
mientras que el proceso opuesto, la transformacion de fosfato organico en
ortofosfatos es denominado como mineralizacién. El principal mecanismo
microbiano para la solubilizacién es el cambio de pH, este ocurre debido a la
secrecion de acidos organicos de bajo peso molecular que con propiedad quelante
favorecen la formacion de complejos insolubles con metales, con la consecuente

liberacidn del fosfato (Rodriguez y Fraga, 1999).

2.5.2 Fijacion de nitrogeno

El Nitrégeno (N) es un constituyente en acidos nucleicos, péptidos, acidos
organicos y algunos fosfolipidos, los cuales son esenciales para la estructuracion y
funcionalidad de los seres vivos; el nitrdgeno posee un ciclo en los ecosistemas,
este elemento puede ser captado y fijado en suelos por bacterias diazétrofas,
estas se encargan del proceso de fijacion de nitrogeno atmosférico en formas mas
disponibles para otros organismos como lo es el amonio que es el sustrato inicial
para el proceso de la nitrificacion, el cual consiste en la transformacién de amonio
a nitrato (Shin et al., 2015). Existe también un grupo de bacterias colectivamente
llamadas rhizobias (Azorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Bradirhizobium y
Mezorhizobium) capaces de asociarse en una simbiosis iniciada por la
comunicacion entre los factores de nodulacidon (nod); lipoquitoligosacaridos
secretados por bacterias y flavonoides producidos por la raiz de las plantas
leguminosas. Estos factores nod que inducen una transformacién morfolégica en
la raiz para formar una estructura celular en la que puedan proliferar dichas
bacterias con la finalidad de fijar nitrégeno. Actualmente, se conoce a detalle que
el proceso de formacion de estos ndédulos sigue pasos cronoldgicos y ha sido
ampliamente estudiado en plantas como Medicago truncatula asociadas en
simbiosis con Sinorhizobium meliloti (Zhang et al., 2019). Si bien estas especies
han sido utiles por asociarse a leguminosas, géneros como Azospirillum,
Pseudomonas, Bacillus y Azotobacter han sido utilizados con éxito en diferentes

cultivos agricolas.
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2.5.3 Adquisicion de hierro y produccion de sideréforos

El hierro (Fe) es esencial en procesos celulares como la sintesis de ADN, la
respiracion celular y la detoxificacion de radicales libres, existen microorganismos
capaces de competir mas eficientemente por este elemento debido a afinidades
bioquimicas mediadas por la secrecidon de sideréforos (Aguado-Santacruz et al.,
2012). Los sideroforos son quimicamente descritos como quelantes biosintetizados
por microorganismos, capaces de capturar iones metalicos con una afinidad mayor
por el Fe (lll) que el Fe(ll). En funcién del grupo funcional que funge como el
secuestrador pueden clasificarse en  catecolatos, hidroximatos e
hidroxicarboxilatos (Hider y Kong.,2010). Existe evidencia de la relacién entre la
captacion de hierro por estos elementos y el funcionamiento del gen MYB/72 que
codifica para un regulador transcripcional involucrado en la resistencia sistémica
inducida en plantas. Este gen inducido particularmente en las raices bajo
condiciones de limitacion de hierro disponible lo que apunta a una relacion entre la
homeostasis del hierro y la activacion de la resistencia sistémica inducida (Pieterse
etal., 2014).

2.5.4 Compuestos antimicrobianos

Los microorganismos a través de procesos evolutivos han desarrollado
estrategias de competencia mediante las cuales logran inhibir el crecimiento de
otros micro y macroorganismos, particularmente en ambientes como la rizésfera
(Santoyo et al, 2012). Los compuestos antimicrobianos (como el
2 4diacetilfluoroglucinol, dimetil sulfito, pirrolnitrina, fenazinas o los lipopéptidos
ciclicos ) poseen una amplia naturaleza quimica, lo que les confiere la capacidad
de actuar en diferentes dianas celulares e intervenir en los procesos bioquimicos
de los organismos sobre los que actuan; basados en su efecto antimicrobiano han
sido clasificados como bactericidas, para denotar aquellos que tienen un efecto
letal en las células y en bacteriostaticos para referirse a los agentes que inhiben
temporalmente el desarrollo de los microorganismos Estas sustancias son sujetas
al fenébmeno de la hormesis, es decir, son moléculas que ejercen efectos
diferentes en funcion de la concentracién en la que se encuentran presentes
(Agathokleous et al.,2018).
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La pared celular de organismos como los hongos, los Oomyctes y las
plantas suelen estar constituidas de polimeros de gran tamafio como lo son la
quitina, la celulosa, glucanos y compuestos lipidicos, Algunas PGPR son capaces
de realizar la biosintesis de enzimas capaces de descomponer estas estructuras
celulares en un grupo que colectivamente son llamadas enzimas liticas, entre las
que se encuentran las celulasas, lipasas, quitinasas y 1,3 betaglucanasas
(Bhagwat et al., 2019).

Las quitinasas y las 1,3 betaglucanasas tienen la capacidad de producir un
antagonismo al desarrollo de organismos fitopatégenos con una alta especificidad
y sin los riesgos generales que implica el uso de antibiéticos, ademas de conferir
una capacidad aumentada de colonizacién en la rizosfera. Enzimas como las
celulasas las cuales estan especializadas en la degradacion de celulosa y otros
polimeros celulares que son constituyentes en la pared celular de distintos tejidos
vegetales; se presume que la capacidad de colonizar la endésfera de las plantas
puede deberse a esta enzima, este es un mecanismo que es utilizado tanto por
microorganismos benéficos como por fitopatdgenos. Estas enzimas son utilizadas
en muchas ramas industriales, como la papelera, la energética, textileria,

agricultura y en la alimenticia (Menendez et al.,2015).

La produccion de moléculas como los antibidticos (estreptomicina,
bacitracina, fosfocitocina, bacilomicina, surfactina entre otros) le confiere a los
microorganismos una ventaja competitiva en la colonizacién de la rizésfera al
eliminar o inhibir el desarrollo de microorganismos fitopatdgenos por lo cual las
plantas favorecen el desarrollo de microorganismos con esta capacidad, esto
vuelve a las PGPR capaces de producir dichas moléculas en una fuente potencial
de interés clinico, agricola e industrial (Stokes et al.,2019). En un estudio se
evidencié que la produccion de biofilm por parte de cepas de Bacillus subtilis era
esencial para la colonizacion y el establecimiento de la bacteria en la rizésfera de
plantulas de Arabidopisis thaliana, en las cuales, una vez establecida, la bacteria
comenzaba la produccion de un compuesto antibiotico con actividad protectora
contra bacterias fitopatdgenas como P. syringae pv tomato DC3000 (Bais et al.,
2004).
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2.5.5 Produccion de compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (COV) son moléculas de un bajo peso
molecular que poseen una presion de vapor de 0.01kPa o mas a temperatura
ambiente, suelen contener un numero de atomos de carbono inferior a 12 vy
pueden encontrarse asociados con otros elementos como nitrégeno, azufre,
bromo, oxigeno, fluor y cloro, cuando estos son generados de manera natural
reciben el nombre de COV biogénicos, estos compuestos han mostrado tener
importancia en diferentes procesos mediante los cuales promueven el desarrollo
de las plantas, la induccion de resistencia sistémica (RSI) y la sefalizacion quimica
(Kong et al.,2021).

Por ejemplo, la bacteria Arthrobacter agilis UMCV2 genera un compuesto
volatil llamado dimetilhexadecilamina el cual mostr6 promover el desarrollo de
plantulas de Medicago truncatula. Se observé que este compuesto aumentd el
contenido de hierro y clorofila, un aumento en la biomasa, mejoras en la actividad
de reductasas férricas y una capacidad de acidificacion de la rizosfera mas
elevada que en las plantas control (Orozco-Mosqueda et al., 2013). Existe también
evidencia de que los COV pueden estimular el sistema inmune de las plantas.
Bacillus subtilis es capaz de generar Resistencia Sistémica Inducida (RSI); un
estado de estimulacion inmunolégica que permite a las plantas responder de
manera mas eficiente a futuras infecciones por patdogenos, mediante la sintesis de
compuestos volatiles como la acetoina y el 2,3-butanodiol confiriendo asi una
mejora en el sistema inmune de las plantas frente algunos virus (Choudhary y
Johri, 2009). También es importante mencionar que los COV funcionan como una
molécula de sehnalizacidon quimica entre dominios, se ha mostrado que existen
bacterias capaces de secretar COV con propiedades antimicrobianas como el
dimetilsulfito e incluso algunos compuestos que atraen a insectos o aves para
defender a las plantas que se encuentran afectadas por una plaga determinada
(Ueda et al.,2012 y Holopainen et al.,2010).
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2.6 Estrategias de colonizacién de la rizésfera.
2.6.1 Produccién de Biofilm

El biofilm es una matriz constituida de exopolisacaridos, proteinas, acidos
nucleicos, lipidos y microorganismos embebidos en ella; la produccion de esta no
es una caracteristica de un grupo bacteriano en particular, sin embargo, es un
fendbmeno que ha sido ampliamente estudiado en bacterias de los géneros
Pseudomonas, Vibrio, Staphylococcus, Bacillus y Salmonella (Lasa et al.,2005).
Este fendmeno es de importancia debido a que es una barrera fisica mediante la
cual los microorganismos son capaces de protegerse de la accion de antibidticos y
otros compuestos antimicrobianos, esta caracteristica también puede ser util en la
rizosfera para resistir la seleccion impuesta por otros microorganismos que
compiten por espacio y nutrientes; el biofilm también permite la adherencia a
multiples superficies como puede serlo el tejido radicular donde una vez
establecidas las PGPR pueden ejercer sus efectos benéficos (Danhorn y Fuqua
2007). La secrecidon de estos exopolimeros permite a las bacterias generar un
medio donde se propicia el fendmeno del “quorum sensing” y la transferencia de
genes utiles para aumentar el perfil funcional y la resistencia antimicrobiana. El
“quorum sensing” es la capacidad de modificar el comportamiento poblacional,
regular y coordinar la expresion de genes y compuestos hacia fines determinados
una vez que se alcanza una densidad poblacional elevada, este proceso es
mediado por un lenguaje quimico basado en moléculas derivadas de las N-Acyl-
homoserinalactonas (Diggle et al., 2007). Aunado a lo anteriormente descrito
también hay evidencia de que el biofilm puede mitigar el estrés abidtico generado
en condiciones de sequia e hipersalinidad al funcionar como osmoprotectores
(Banerjee et al., 2019).

2.6.2 Motilidad y quimiotaxis

La quimiotaxis es la capacidad de coordinar el movimiento celular hacia un
estimulo quimico generalmente con la ayuda de estructuras celulares como lo

pueden ser el flagelo y los pilis. Una capacidad de desplazamiento superior a otros
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microorganismos confiere una ventaja para la adquisicion de nutrientes al lograr
responder mas rapidamente ante moléculas quimio atrayentes como nutrientes
generales y moléculas especificas generadas por la rizodeposicion de las plantas
(Bakker et al.,2020). Varios estudios exploran la importancia de la motilidad de las
bacterias para una exitosa colonizacion de la rizésfera. En un estudio la bacteria
endofitica Azoarcus sp BH72 fue utilizada para construir dos variantes con
mutaciones en los genes pi/T'y pilA, los componentes estructurales mayoritarios
de los pilis en la bacteria, las mutantes mostraron una marcada reduccién en la
capacidad de colonizar las raices de cultivos de arroz (B6hm.,2007). También
existe evidencia de que compuestos organicos secretados por rizobacterias
pueden tener un efecto en la motilidad de otros microorganismos de manera
especifica a nivel de especies, Arthrobacter agilis UMCV2 secreta
dimetilhexadecilamina, sustancia que modificé la capacidad de motilidad en
enjambre en las bacterias Bacillus sp Zap018 y Pseudomonas fluorescens UM270,
pero no la motilidad de P. aeruginosa PAO1. Se ha demostrado la importancia de
la motilidad, la adhesion y los reguladores moleculares en una eficiente

colonizacion de la rizésfera (Martinez-Camara et al.,2020).
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Figura 2. Principales mecanismos promotores del crecimiento vegetal mediados
por PGPR (modificado de Trivedi et al., 2020).

2.7 Efectos la inoculacion de PGPR en el rizobioma

Las PGPR se aplican en diferentes cultivos para incrementar el crecimiento
vegetal, la germinacion de las semillas, la biomasa de la planta y la productividad

de los cultivos; sus efectos promotores suelen ser evidentes en los primeros
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estadios de crecimiento o condiciones ambientales adversas, debido a esto,

muchas de estas bacterias son utilizadas de manera comercial, pudiendo

encontrar en el mercado cepas y productos derivados de algunas especies de los

géneros Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Azotobacter, Klebsiella,

Azospirillum y Serratia; muchas PGPR han sido inoculadas en la rizésfera de

cultivos de interés comercial, teniendo efectos positivos sobre ellas (Tabla 2)

Tabla 2. PGPR inoculadas en la rizosfera de plantas con efectos benéficos

PGPR

Planta

Mecanismo

Referencia

Azotobacter chroococcum

Bacillus cereus

Stenotrophomonas

rhizophila

Azospirillum brasilense

Serratia marcescens

Methylobacterium

exotorquens

Triticum aestivum

Phaseolus vulgaris

Zea mays L., Brassica

napus

Brachiaria spp

Curcubita pepo

Medicago truncatula, Zea

mays, Glycine max

Biorremediacién de metales

pesados

Sintesis de lipopéptidos

Sintesis de siderdforos, AlA

y amilasa

Fijacion de nitrogeno y

solubilizacion de fosforo

Produccién de sider6foros,

quitinasas y proteasas

Sintesis de citocininas

Baghaie y Aghili et
al.,2021. Soil and
Sediment
Contamination: An

International Journal

Hashami et al.,
2019.Microbes and
Environments
Ghavami et al., 2017.
Journal of Plant
Nutrition
Hungria et al.,2016.
Agriculture,
Ecosystems &

Environment

Selvakumar et al.,
2008.Letters in applied

microbiology

Koenig et al.,
2002.Journal of

bacteriology
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2.7.1 El género Pseudomonas

Migula describio a Pseudomonas en el afio de 1894 como un género de bacterias
Gram-negativas, polarmente flageladas y con forma de baston. Una caracteristica
de las Pseudomonas que atrajo la atencion de Migula, fue su capacidad para
producir pigmentos amarillos fluorescentes. Su amplia distribucién y abundancia
en varios ambientes son bien reconocidas (Santoyo et al., 2012). Hasta el
momento, se han identificado mas de 200 especies de Pseudomonasy se han
depositado en GenBank mas de 100 borradores y genomas completos del mismo
genéro. Pseudomonas spp. pertenece a la clase y -Proteobacteria. Ciertas
especies de Pseudomonas, como P. aeruginosa, son patégenos humanos
oportunistas, mientras que otras, como P. syringae, causan enfermedades en las
plantas. Sin embargo, mas de 50 Pseudomonas fluorescentes son beneficiosos
para las plantas. La secuenciacion del genoma ha facilitado estudios detallados de
la diversidad genética, el potencial metabolico y la taxonomia de las Pseudomonas
(Silby et al., 2011).

2.7.2 Pseudomonas fluorescens UM270

La PGPR P. fluorescens UM270 fue aislada de la rizosfera de plantas de
Medicago truncatula en suelo agricola de las cercanias de la ciudad de Morelia
localizada en el Estado de Michoacan. La cepa mostro efectos promotores del
crecimiento vegetal y antagonismo a fitopatégenos por diferentes mecanismos.
(Hernandez-Leén et al.,2015). Posteriormente se analiz6 el genoma de P.
fluorescens UM270, el cual consta de 6,047,974 pares de bases condensados en
un unico cromosoma, con un contenido de G+C de 62.66%; que codifican a 5,396
genes, 59 genes de RNA y 110 pseudogenes. La cepa cuenta con genes que le
permiten sintetizar multiples moléculas con capacidad promotora del crecimiento,
comunicacion y antagonismo hacia fitopatdgenos, como lo son los genes que
codifican para fenazinas (phzFABCD), piocianina (pcnDCE), pioverdina (pvdPD),
2,4-diacetilfluoroglucinol (ph/CBD), el volatil cianuro de hidrégeno (AcnCB), la
enzima ACC desaminasa (acdS), AlA (jaaMH) acyl,-homoserinlactona acilasa
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(pcdQ), también cuenta con sistema de secrecion tipo II-VI y ortélogos del loci
toxina-antitoxina vapBC-7 y vapXD (Hernandez-Salmerén et al.,2016). Lo
anteriormente mencionado dio lugar a posteriores analisis que permitieron
comparar la estructura de su genoma, evaluar su capacidad de colonizacion de la
rizosfera y también la capacidad de esta cepa para mitigar diferentes tipos de

estrés abidtico (Tabla 3)
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Tabla 3. Trabajos previos con P. fluorescens UM270 como biocontroladora y promotora del crecimiento

Contribucion

Organismos empleados

Referencia

Caracterizan la cepa UM270 y
detectan efectos promotores del
crecimiento

EvalGan capacidad de
colonizacion de la rizésfera y
efectos inmunoprotectores

Analizan genes unicos de P.
fluorescens UM270 encontrando
enzimas y metabolitos asociados
a la competencia y colonizacion

de la rizésfera

Exploran la regulacion de los
genes phiD y henC de P.
fluorescens UM270 frente a
hongos fitopatégenos

Analizan metabolitos secretados
por P. fluorescens que
promueven el crecimiento vegetal
y afectan la motilidad de otras
bacterias

Determinan la capacidad de
cuatro cepas bacterianas para
conferir halotolerancia a una
especie vegetal en suelos con
alto contenido salino

Pseudomonas fluorescens UM16,
UM240, UM256, UM270 y Medicago
truncatula

Pseudomonas fluorescens UM16,
UM240, UM256, UM270, Zea mays L. y
Physalis ixocarpa Brot ex Horm

Ocho cepas de Pseudomonas (UM270,
Pf0-1, A506, F113, SBW25, PICF-7, UK4
y UW4)

Pseudomonas fluorescens UM270
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani y Rhizoctonia solani

Arthrobacter agilis UMCV2, Bacillus sp.
ZAP018, Pseudomonas fluorescens
UM270 y P. aeruginosa PAO1

Pseudomonas fluorescens UM16,
UM240, UM256, UM270 y Casuarina
equisitifolia L.

Hernandez-Lebn et al., 2015 Biological
Control

Rojas-Solis et al., 2016 Revista
Chapingo serie Horticultura

Hernandez-Salmerén et al., 2017
Journal of Genomics

Hernandez-Salmerén et al., 2018
Biotecnia

Martinez-Camara et al. 2019 Folia
Microbioldgica

Rocha-Granados et al., 2019
Biotecnologia en el Sector Agropecuario
y Agroindustrial
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3. Justificacion.

La cepa UM270 de Pseudomonas fluorescens es una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal y biocontroladora de patdogenos fungicos. La
cepa UM270 exhibe diversos mecanismos benéficos, como la produccion de
compuestos antimicrobianos, fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal,
ademas de ser una excelente competidora y colonizadora de la rizésfera de
plantas. Sin embargo, se desconocen sus interacciones con otros
microorganismos de la rizésfera, particularmente aquellos asociados a plantas de
maiz (Zea mays L.), y si dichas relaciones influyen en la estructura de las
diferentes comunidades microbianas del suelo. Por lo tanto, es de nuestro interés
profundizar su estudio sobre los tipos de interacciones que forma la cepa UM270
al interactuar con el rizobioma de plantas de maiz, con el fin de determinar si su
aplicacion futura en campo tendria efectos benéficos a través de la colonizacion de

la rizosfera e interaccién con el rizobioma.
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4. Hipétesis.

La colonizacion de Pseudomonas fluorescens UM270 modifica la estructura
del bacterioma rizosférico de Zea mays L., favoreciendo la abundancia de

especies benéficas para la planta.

23



5. Objetivo

5.1

Obijetivo general

+ Evaluar el efecto de la inoculacién de Pseudomonas fluorescens UM270

sobre el bacterioma de maiz (Zea mays L.) en tres diferentes tipos de suelo.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la inoculacién de la bacteria promotora del crecimiento

vegetal Pseudomonas fluorescens UM270 en plantulas de maiz.

Determinar la composicion taxondmica de las comunidades bacterianas de

la rizosfera de maiz (Zea mays L.) en los diferentes tipos de suelo.

Establecer los taxa compartidos entre los diferentes bacteriomas asociados

a las raices de Zea mays L.

Conocer la co-ocurrencia de P. fluorescens UM270 y taxa especificos

durante la colonizacién de la rizésfera de plantulas de maiz.
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6. Metodologia
6.1 Recoleccién de muestras de suelo y andlisis fisicoquimico

Las muestras de suelo fueron recolectadas de zonas de uso agricola en tres
sitios diferentes correspondientes a los municipios de Yuriria, localizado en el
estado de Guanajuato y a los municipios de Morelia y Uruapan ambos ubicados en
Michoacan de Ocampo, una vez recolectadas las muestras fueron llevadas al
laboratorio para su correcta preservacion e inmediata utilizacién; las propiedades
fisicoquimicas de los suelos fueron analizadas en un laboratorio de referencia, el
INIFAP por sus siglas Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (Km 6,5 Carretera Celaya, San Miguel de Allende, Celaya, Guanajuato
C.P.38110).

LOCALIZACION

GUANAJUATO

MICHOACAN

PUNTOS DE MUESTREO

O HUIRAMBA (19°32'48 207'N,101°26°22.082"'W)

© URUAPAN (19°24°43.165"'N,102°3"18.902"W)

OVYURIRIA  (20°12°46.183"N,101°7'51.981"'W)

Figura 3. Mapa de sitios de recoleccion de las muestras
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6.2 Plantas de maiz

Las semillas de maiz fueron donadas por el Dr. Homero Reyes de la Cruz
(11QB), se trata de semillas de maiz (Zea mays L.) variedad criolla “chalquefo” que
se caracteriza por su alto rendimiento, fruto de gran tamafo y su adaptabilidad a

varios climas (Miguel et al.,2004).

6.3 Recuperacion de Pseudomonas fluorescens UM270

La cepa Pseudomonas fluorescens UM270 se recuperd de una solucion
crioprotectora de glicerol y caldo nutritivo, la cual se encontraba a -20°C.
Posteriormente, fue transferida a placas de agar nutritivo e incubadas durante 48

hrs.

6.4 Experimentos de inoculaciéon en macetas

En cada uno de los tres suelos empleados se colocaron dos grupos de
semillas de maiz (Zea mays L.), un grupo de semillas desinfectadas
superficialmente y otro de semillas desinfectadas superficialmente e inoculado con
Pseudomonas fluorescens UM270 para ser germinadas y generar el microbioma
colonizador de la rizosfera, siguiendo el protocolo propuesto por Scher (Scher et
al., 1984) y Rojas Solis (Rojas-Solis et al., 2016). Una vez obtenido el suelo
rizosferico se contabilizaron las unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo
de suelo, se obtuvo el metagenoma para ser amplificado y secuenciado el perfil de
genes ribosomales (16S rDNA) en un laboratorio especializado MR. DNA (503
Clovis Road, Shallowater, Texas C.P.79363). Una vez obtenidas las secuencias
16S se determinaron la diversidad de Unidades Operacionales Taxonoémicas
(OTUs, por sus siglas en inglés) encontrados en cada suelo y se determinaran
aquellos taxa compartidos. EI mismo procedimiento se siguioé para el analisis del
microbioma rizésferico asociado a las plantulas de maiz donde se realizé la
coinoculacién de la bacteria Pseudomonas fluorescens UM270 en cada tipo de

suelo rizosferico. Asi los OTUs se definirdn agrupandose con una similitud del
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97%. Para la clasificacion de los OTUs y su identificacion taxondmica se empleara
el algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool nucleotide” (BLASTnN)

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

6.4.1 Inoculacion de semillas

Primero se realizaron dos grupos de semillas para cada tipo de suelo, estas
semillas fueron desinfectadas superficialmente mediante lavados con agua
desionizada estéril, etanol al 96% y una solucion de hipoclorito de sodio al 5%, el
primer grupo consta de semillas control que solo fueron inoculadas con una
soluciéon 0.1mM de sulfato de magnesio (MgSOa4), el segundo grupo consta de las
semillas sujetas a una solucién inoculante de P.fluorescens UM270 y 0.1mM de
sulfato de magnesio (MgSOa4) ajustada a una densidad éptica de 1, fueron llevadas
a agitacion durante 24 hrs. Se verifico mediante dilucién seriada en placas de AN
que la solucién inoculante se encuentra en el orden de 10"6 células. Pasadas las
24 hrs.; se realizaron soluciones seriadas con semillas bionoculadas en agua
destilada estéril que posteriormente fueron dispersadas en placas de agar nutritivo
para verificar que la carga de células se encuentra en el orden esperado mediante

un conteo de unidades formadoras de colonias.

6.4.2 Evaluacién de efectos promotores en plantas de maiz

Una vez que las plantulas se desarrollaron durante 21 dias, se procedi6 a
medir la concentracién de clorofila en las plantas de manera instrumental mediante
un medidor de clorofila CCM-200 (OPTI-SCIENCES) las lecturas se hicieron por
triplicado en hojas verdaderas; posteriormente las plantas fueron extraidas
gentilmente de sus macetas, desprendiendo el excedente de suelo adherido a la
raices, el suelo intimamente sujeto a las raices de las plantas fue recolectado para
procesamiento posterior; mientras que las plantas fueron medidas y pesadas para
obtener pesos frescos, posteriormente fueron llevadas a desecacion durante 72
hrs y pesadas hasta obtener peso seco constante. Para este ensayo se utilizé una
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n = 25 por tratamiento. El analisis estadistico se llevd a cabo mediante la prueba t

para muestras independientes con una p < 0.05.

6.4.3 Extraccion de ADN metagendémico de las muestras de suelo y rizésferas de

maiz.

Las muestras de rizésferas recolectadas de los diferentes tratamientos y los
suelos control fueron sometidas a una extraccion metagenomica mediante el kit
comercial DNEasy Power Soil kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del
protocolo establecido por el proveedor, las muestras fueron evaluadas para medir
sus condiciones de pureza y concentracion instrumentalmente mediante un
microespectrofotdmetro Nanodrop 2000 usando la relacion 260/280, la integridad

de los extractos fue evaluada mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

6.4.4 Secuenciacion:

Se secuenciod la region hipervariable V3-V4 de los genes ribosomales 16S
mediante la técnica de marcado de muestras bTEFAP (Bacterial Tag-Encoded FLX
Amplicon Pyrosequencing) modificada (Dowd et al; 2008). Las muestras fueron
fusionadas usando indices duales unicos y montadas juntas en proporciones
equivalentes segun su peso molecular y concentraciones de ADN, posteriormente
fueron purificadas usando esferas calibradas Ampure XP; después se procedio a
preparar una libreria lllumina de ADN. La secuenciacion fue llevada a cabo en el

laboratorio especializado MR.DNA

6.4.5 Analisis de secuencias

Las secuencias crudas obtenidas de los genes 16s fueron separadas por
sus respectivos coédigos. Se evaluaron con el programa FastQC que es una
herramienta de control de calidad, la cual genera estadisticas basicas y generales
de las secuencias. Posteriormente se removieron las secuencias de mala calidad,

ambiguas y adaptadores de cada lectura con Trimmomatic 0.36. posteriormente
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las secuencias menores a 150 pb se eliminan junto a las secuencias con llamadas
de bases ambiguas. Las secuencias se filtraron por calidad utilizando un umbral de
error maximo esperado de 1.0 y se eliminaron las duplicaciones encontradas. Las
secuencias no duplicadas o unicas se eliminan de ruido; una vez hecho las
secuencias unicas identificadas con errores causados por PCR son eliminadas,
seguida de la busqueda y eliminacion de quimeras, lo que proporciona una
secuencia sin ruido o zOTU. Las zOTU finales se clasificaron taxondmicamente
utilizando BLASTn frente a una base de datos seleccionada derivada de NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias se encuentran disponibles en la base de
datos del NCBI bajo la clave de acceso PRINA749811.

6.4.6 Analisis de diversidad

Se determinaran los indices estadisticos y ecoldgicos analizando la
diversidad alfa (Shannon, Pielou, FaithPD) y la diversidad beta (Bray-Curtis,
Jaccard, UniFrac). La representatividad del muestreo se medira con una curva de
rarefraccion en la que las variables utilizadas seran el numero de OTUs
observados por el numero de secuencias obtenidos de la lectura de genes rRNA
16S (Prieto-Barajas et al., 2018). El analisis de frecuencias entre tratamientos a
diferentes niveles taxonomicos sera realizado con muestras compuestas de los

extractos metagenomicos utilizando la prueba de X? (Real-Sosa et al.,2022)
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7. Resultados
7.1 El analisis fisicoquimico de las muestras revelo tres tipos distintos de suelo.

Las muestras de suelos fueron recolectadas en los tres sitios previamente
descritos, se obtuvieron muestras de suelos a una profundidad de 30 cm en
diferentes puntos de las zonas dedicadas al uso agricola con historial de manejos
diferentes entre si, siendo utilizados para la produccion de uva, fresa y aguacate
en los municipios de Yuriria, Huiramba y Uruapan respectivamente. El suelo
obtenido en Yuriria mostré estar conformado por un 61.80% arcilla, 27.28% limo y
10.92% arena, lo que le confiere una textura y clasificacion como un suelo de tipo
arcilloso; por otra parte, el suelo proveniente de Huiramba tenia una composicion
de un 78.92% arena, 18.28% limo y 02.80% arcilla, lo que le confiere una textura y
clasificacion como un suelo de tipo franco-arenoso, finalmente, el suelo originario
de Uruapan esta constituido por un 40.00% limo, 38.20% arena y 21.80% arcilla, lo
que le confiere una textura y clasificacion como un suelo de tipo franco. Cabe
mencionar que el pH, el contenido de materia organica y el contenido de nitrégeno,
mostraron valores ascendentes suelo arcilloso, franco-arenoso y franco
respectivamente; los parametros fisicoquimicos evaluados se encuentran

resumidos (Tabla 4).
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Tabla 4. Analisis fisicoquimico de las muestras de suelo

Tipo de suelo Arcilloso Franco-arenoso Franco
M.O. 1.93% 4.0% 4.76%

pH 6.50 7.00 7.72
Nitrégeno 212.24ppm 258.38ppm 311.11ppm
Fosforo 31.42ppm 31.05ppm 31.35ppm
Potasio 774.24ppm 389.54ppm 169.48ppm
Calcio 5,755.8ppm 986.77ppm 2,239.11ppm
Magnesio 767.77ppm 327.55ppm 459.55ppm
Sodio 114.93ppm 21.99ppm 29.01ppm
Hierro 3.75ppm 40.22ppm 39.78ppm
Zinc 0.72ppm 3.38ppm 25.55ppm
Manganeso 101.39ppm 114.10ppm 214.60ppm
Cobre 1.00ppm 1.14ppm 66.43ppm
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7.2 P. fluorescens UM270 promueve el crecimiento de plantulas de maiz

La cepa Pseudomonas fluorescens UM270 es una bacteria que cuenta con
diferentes mecanismos de promocion del crecimiento vegetal, entre los que se
encuentran la produccion de biofilm, sintesis de AIA, secrecion de sideréforos,
emision de COVs y otros compuestos organicos difusibles antimicrobianos e

inductores de la ISR. (Hernandez-Ledn et al.,2015)

En los experimentos realizados en un suelo arcilloso las plantas inoculadas
presentaron mejoras respecto a las plantas sin inocular (Figura 4a). Se
encontraron diferencias significativas en su contenido de clorofila (23.3233 y
33.2133) y en los pesos frescos de tallo (0.9164g y 1.71539g) y raiz (0.74262g y
1.081069g); una vez secadas se mostro una tendencia de mejora positiva en el
peso del tallo (0.1167g y 0.1963g), una diferencia significativa en el peso seco de
la raiz (0.2516g y 0.31929) y en el peso seco total de la planta (0.3683g y 0.51569)
(Figura 5a)

En los experimentos realizados en un suelo franco-arenoso las plantas
inoculadas presentaron mejoras respecto a las plantas sin inocular (Figura 4b). Se
encontraron diferencias significativas en su contenido de clorofila (15.5125 y 21.2)
y en los pesos frescos de tallo (2.4876g y 4.1959q) y raiz (1.2008g y 2.0539¢g); una
vez secadas se mostré una tendencia de mejora positiva en el peso del tallo
(0.3347g y 0.4160g), una diferencia significativa en el peso seco de la raiz
(0.1699¢g y 0.26779), respecto al peso seco total de la planta (0.5047g y 0.6837g)

se observé una tendencia de mejora (Figura 5b)

En los experimentos realizados en un suelo Franco las plantas inoculadas
presentaron mejoras respecto a las plantas sin inocular (Figura 4c). Se encontré
una tendencia de mejoria en el contenido de clorofila (19.84 y 21.9466) y
diferencias significativas en los pesos frescos de tallo (4.7182g y 8.0685g) y raiz
(1.2428g y 1.7257Q); una vez secadas se mostraron diferencias significativas en
peso del tallo (0.4475¢g y 0.6878g), en el peso seco de la raiz (0.1772g y 0.25889)
y en el peso seco total de la planta (0.6248g y 0.9466g) (Figura 5c)
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Figulra 4. Efectos promotores de Pseudomonas fluorescens UM270 en diferentes
tipos de suelo A) Suelo Arcilloso, B) Suelo Franco-arenoso, C) Suelo Franco;
Plantulas sin inocular (izq) y Plantulas inoculadas con UM270 (der)
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Figura 5. Valores fitometricos obtenidos de plantulas de maiz control, e
inoculadas con P. fluorescens UM270 A) Suelo Arcilloso, B) Suelo Franco-arenoso
y C) Suelo Franco, El analisis estadistico se llevé a cabo mediante la prueba t para
muestras independientes con una p<0.05.
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7.3 Valoracion de las caracteristicas del ADN metagendémico.

La obtencidn de extractos metagendmicos con buenas propiedades es
elemental para una secuenciacion exitosa, la estabilidad de los acidos nucleicos
en diferentes condiciones fisicoquimicas y temporales aunada a su alta
especificidad entre entes biolégicos la vuelven una biomolécula idonea utilizada
para diferenciar entre los diferentes microorganismos vivos, incluso pudiendo
encontrar diferencias puntuales entre miembros de una misma especie; esto es
utilizado para aplicaciones medicinales, industriales, agricolas, etc., si bien no
existe un consenso sobre la cantidad minima, la pureza o la integridad de una
muestra genética para posteriores procesamientos, existen criterios basados en
las buenas practicas de laboratorio, la disponibilidad de suministros o tiempo y la
dificultad de reemplazar la muestra, donde se suelen establecer muestras con una
concentracion minima de 1ng/pl para procesar la muestra, al ser el ADN una
molécula conjugada, la espectrofotometria UV es una opcion para analizar la
pureza utilizando el indice de absorbancia A260/280 el cual es ampliamente
utilizado y reportado en la literatura, donde valores inferiores a 1.8 consideran una
muestra con impurezas y valores por encima de 2.1 indican posible interferencia
por ARN (Tabla 5)

Tabla 5, Valoracion de los extractos metagendmicos de las muestras

Clave de la [ng/ul] N260/280 Volumen total pl
muestra
YS 6.2 1.8 186
YMR 6.7 1.78 279
YMR+UM270 5.5 2.3 279
HS 7.3 1.97 186
HMR 5.2 21 279
HMR+UM270 134 1.88 279
us 11.9 1.93 186
UMR 115 1.94 279
UMR+UM270 10.6 1.83 279
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YS: Suelo Yuriria, YMR: Rizésfera Yuriria, YMR+UM270: UM270 Yuriria, HS: Suelo
7duhealisistieinfarsvidicorder losgeresrIORrDNAIM270 Huiramba, US: Suelo

Uruapan, UMR: Rizésfera Uruapan, UMR+UM270: UM270 Uruapan _ _
En total se obtuvieron 3,592,480 secuencias con un tamafo aproximado de

273pb; de las cuales tras un proceso de depurado e identificacion ser evaluadas
con el programa FastQC se removieron las secuencias de mala calidad, ambiguas
y adaptadores de cada lectura con Trimmomatic 0.36. posteriormente las
secuencias menores a 150 pb se eliminan junto a las secuencias con llamadas de
bases ambiguas. Las secuencias se filtraron por calidad utilizando un umbral de
error maximo esperado de 1.0 y se eliminaron las duplicaciones encontradas. Las
secuencias no duplicadas o unicas se eliminan de ruido; las secuencias unicas
identificadas con errores causados por PCR son eliminadas, seguida de la
busqueda y eliminacibn de quimeras. Las zOTU finales se clasificaron
taxondmicamente utilizando BLASTn frente a una base de datos seleccionada
derivada de NCBI obteniendo 2,452 OTUs. El dominio biolégico con mayor
representatividad es Bacteria con el 96.2634873% mientras que Archaea suman el
3.73651266 % restante. Del dominio Bacteria se identificaron 19 phyla; de los
cuales existe una dominancia en las comunidades microbianas por parte de los
phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes, Verrucomicrobiay Planctomyces en todas las muestras, sin
embargo, existen valores diferenciales en la proporcidn de estos entre suelos de

origen y tratamientos (Figura 6).

En el caso del suelo proveniente de Yuriria (arcilloso) la abundancia relativa
de los phyla dominantes del suelo control fue de 34.32% Proteobacteria, 19.583%
Actinobacteria, 17.293% Acidobacteria, &8.805% Bacteroidetes, 8.075%
Gemmatimonadetes, 1.787% Verrucomicrobia, 1.576% Planctomyces, en las
muestras de rizosfera de plantas sin inocular de 35.588% Profeobacteria,
31.7115% Actinobacteria, 12.546% Acidobacteria, 7.177% Bacteroidetes, 3.858%
Gemmatimonadetes, 1.77% Verrucomicrobia, 1.115% Planctomyces y en las
muestras de rizosfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 de 44.599%
Proteobacteria, 16.778% Actinobacteria, 16.523% Acidobacteria, 9.203%
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Bacteroidetes, 5.423% Gemmatimonadetes, 1.628% Verrucomicrobia, 0.912%

Planctomyces.

El suelo proveniente de Huiramba (franco-arenoso) la abundancia relativa
de los phyla dominantes en el suelo control fue de 42.690% Proteobacteria, 6.97%
Actinobacteria, 16.136% Acidobacteria, 13.178%  Bacteroidetes, 4.42%
Gemmatimonadetes, 7.806% Verrucomicrobia, 2.994% Planctomyces, en las
muestras de rizésfera de plantas sin inocular de 48.303% Proteobacteria, 6.745%
Actinobacteria, 14.675% Acidobacteria, 12.005%  Bacteroidetes, 2.67%
Gemmatimonadetes, 7.774% Verrucomicrobia, 2.874% Planctomyces y en las
muestras de rizésfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 de 45.4%
Proteobacteria, 3.071% Actinobacteria, 17.904% Acidobacteria, 9.08%%
Bacteroidetes, 3.78/7% Gemmatimonadetes, 11.134% Verrucomicrobia, 3.076%

Planctomyces.

Por ultimo, en el caso del suelo proveniente de Uruapan la abundancia
relativa de los phyla dominantes en el suelo control fue de 27.87% Proteobacteria,
9.191% Actinobacteria, 25.027% Acidobacteria, 3.195% Bacteroidetes, 8.447%
Gemmatimonadetes, 5.847% Verrucomicrobia, 2.741% Planctomyces, en las
muestras de rizosfera de plantas sin inocular de 38.698% Proteobacteria, 8.706%
Actinobacteria, 16.084% Acidobacteria, 5.531% Bacteroidetes, 5.879%%
Gemmatimonadetes, 4.342% Verrucomicrobia, 1.85% Planctomyces y en las
muestras de rizosfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 de 46.543%
Proteobacteria, 6.199%  Actinobacteria, 15.515% Acidobacteria, 5.067%
Bacteroidetes, 6.959% Gemmatimonadetes, 5.218% Verrucomicrobia, 2.2714%

Planctomyces.
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Figura 6. Abundancias relativas de los efectos generados por los tratamientos en tres tipos de
suelo.Las frecuencias a nivel phylum fueron comparadas mediante la prueba chi cuadrada,
diferencias significativas de las frecuencias entre suelo y rizosfera de maiz son indicadas con
asteriscos (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001);diferencias significativas entre rizosfera de maiz y
rizésferas incoculadas con UM270 son indicadas con numerales (#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001)
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YMR HMR UMR
Phylum YS% YMR% EP.% + EB% HS% HMR% E.P.% + EB% US% UMR% EP% + E.B.%
UM270% UM270% UM270%
Proteobacteria 34320 35588 +1.268  44.509  +9.011 42690 48303 +5.613 45400 -2903 27.870 38.698 +10.828  46.543  +7.845
Acidobacteria 17293 12456  -4.837 16.523  +4.067 16.136 14.675 -1.461 17904  +3.229 25.027 16.084 -8.943 156515 -0.569
Actinobacteria 19.583 31115 +11.532  16.778 - 6970 6.745 -0.225 3.071 -3674 9191 8706  -0.485 6.199 -2.507
14.337
Bacteroidetes 8805 7177  -1.628 9203  +2.026 13.178 12.005 -1.173 9.089 2916 3195 5531  +2.336 5.067 -0.464
Gemmatimonadetes  8.075  3.858  -4.217 5423  +1.565 4420 2670 -1.750 3.787 +1.117 8447 5879  -2.568 6.959  +1.080
Verrucomicrobia 1.787 1770  -0.017 1.628 -0142 7806 7.774 -0032 11134 +3360 5847 4342  -1.505 5218  +0.876
Planctomycetes 1576 1105  -0.471 0.912 0193 2994 2874 -0.120 3.076 +0.202  2.741 1.850  -0.891 2214 +0.364
Chloroflexi 2698 1907 -0.791 1.215 0692 1283 1792 +0.509 1.462 0330 1919 1215  -0.704 1.006 -0.204
Nitrospirae 0682 0373  -0.309 0492  +0.119 0476 0287 -0.189 1.140 +0.853 4315 2830  -1.485 2850  +0.020
Firmicutes 0697 0614  -0.083 1759  +1.145 0338 0.164 -0.174 0.088  +0.076 0493 1.759  +1.266 2179 +0.420
Armatimonadetes 0592 0465  -0.127 0.373 -0.092 0.606 0463 -0.143 0889  +0426 0670 0463  -0.207 0636  +0.173
Fibrobacteres N/D N/D N/D - 0367 0223 -0.144 0.371 +0.148 0311 0178  -0.133 0698  +0.520
Elusimicrobia N/D N/D N/D - 0341 0399 +0.058 0565  +0.166 0.208  0.238  +0.030 0.122 -0.116
Cyanobacteria 2208  1.098  -1.200 0.356 0.742 0415 0368  -0.047 0.352 +0.084 0.098 5.103  +5.005 0.415 -4.688
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La comparacion entre abundancias relativas nivel Phylum se llevd a cabo entre las muestras de suelo y muestras rizosfericas sin
inocular, posteriormente muestras rizosfericas sin inocular y muestras rizosfericas inoculadas con UM270. YS: Suelo Yuriria, YMR:
Rizésfera maiz sin inocular Yuriria, YMR+UM270: Rizésfera maiz inoculada, HS: Suelo Huiramba, HMR: Rizésfera maiz sin inocular
Huiramba, HMR+UM270: Rizésfera maiz inoculada Huiramba, US: Suelo Uruapan, UMR: Riz6sfera maiz sin inocular, UMR+UM270:
Rizésfera maiz inoculada, E.P.: Efecto planta, E.B.: Efecto bacteria.

Debido a los cambios apreciados en las abundancias relativas de los phyla
detectados entre los tratamientos en los tres tipos de suelo (Tabla 6) se procedi6 a
analizar las comunidades al nivel taxondmico de clase con la finalidad de apreciar
los constituyentes dominantes, los cambios presentes en ellas y estrechar la

identidad de los diferentes microorganismos encontrados en cada muestra.

En el caso del suelo proveniente de Yuriria (arcilloso) la abundancia relativa
de las clases dominantes del suelo control fue de 14.993% Alfaproteobacteria,
11.749%  Betaproteobacteria, 2.893% Gammaproteobacteria, 4.672%
Deltaproteobacteria, 11.506% Actinobacteria, 9.818% Chloroacidobacteria,
4.819% Acidobacteria-6, 5.788% Saprospira, 5.427% Gemmatimonadetes, 2.634 %
Thermoleophilia y 2.415 % Cytophagia, en las muestras de rizosfera de plantas sin
inocular 70.825% Alfaproteobacteria, 16.071% Betaproteobacteria, 6.813%
Gammaproteobacteria, 1.869%Deltaproteobacteria, 24.745% Actinobacteria,
7.94% Chloroacidobacteria, 3.275% Acidobacteria-6, 4.019% Saprospira, 2.876 %
Gemmatimonadetes, 2.134% Thermoleophilia y 3.319% Cytophagia, finalmente en
las muestras de rizdsfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 9.603%
Alfaproteobacteria, 10.764% Betaproteobacteria, 22.131% Gammaproteobacteria,
2.091% Deltaproteobacteria, 13.823% Actinobacteria, 7171.719%
Chloroacidobacteria, 3.395% Acidobacteria-6, 6.228% Saprospira, 4.383%
Gemmatimonadetes, 0.843% Thermoleophilia y 1.926% Cytophagia.

En el caso del suelo proveniente de Huiramba (franco-arenoso) la
abundancia relativa de las clases dominantes del suelo control fue de 16.242%
Alfaproteobacteria, 15.013% Betaproteobacteria, 6.131% Gammaproteobacteria,
5.103% Deltaproteobacteria, 2.933% Actinobacteria, 5.946% Chloroacidobacteria,
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4.857% Acidobacteria-6, 6.351% Saprospira, 2.821% Gemmatimonadetes, 3.275%
Thermoleophilia y 2.314% Cytophagia, en las muestras de rizosfera de plantas sin
inocular 75.476% Alfaproteobacteria, 19.853% Betaproteobacteria, 6.974%
Gammaproteobacteria, 5.892% Deltaproteobacteria, 3.356% Actinobacteria,
6.416% Chloroacidobacteria, 3.4% Acidobacteria-6, 5.212% Saprospira, 1.692%
Gemmatimonadetes, 2.729% Thermoleophilia y 2.656% Cytophagia y en las
muestras de rizésfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 13.451%
Alfaproteobacteria, 16.826% Betaproteobacteria, 7.83% Gammaproteobacteria,
6.993% Deltaproteobacteria, 1.081% Actinobacteria, 6.814% Chloroacidobacteria,
5.209% Acidobacteria-6, 4.248% Saprospira, 2.229% Gemmatimonadetes, 1.695%
Thermoleophilia y 2.426 % Cytophagia.

En el caso del suelo proveniente de Uruapan (franco) la abundancia relativa
de las clases dominantes del suelo control fue de 8.882% Alfaproteobacteria,
9.124% Betaproteobacteria, 2.988% Gammaproteobacteria, 6.485%
Deltaproteobacteria, 3.536% Actinobacteria, 7.253% Chloroacidobacteria, 7.883%
Acidobacteria-6, 1.942% Saprospira, 2.322% Gemmatimonadetes, 4.237%
Thermoleophilia y 0.803% Cytophagia, en las muestras de rizosfera de plantas sin
inocular 77.297% Alfaproteobacteria, 13.824% Betaproteobacteria, 7.857%
Gammaproteobacteria, 5.394% Deltaproteobacteria, 3.478% Actinobacteria,
5.021% Chloroacidobacteria, 5.691% Acidobacteria-6, 2.338% Saprospira, 1.512%
Gemmatimonadetes, 4.004% Thermoleophilia y 0.920% Cytophagia y en las
muestras de rizosfera de plantas inoculas con P.fluorescens UM270 16.586%
Alfaproteobacteria, 18.789% Betaproteobacteria, 6.121% Gammaproteobacteria,
4.821% Deltaproteobacteria, 2.545% Actinobacteria, 4.765% Chloroacidobacteria,
5.085% Acidobacteria-6, 1.348% Saprospira, 2.252% Gemmatimonadetes, 2.607 %
Thermoleophilia y 0.855% Cytophagia.

41



Clase YS% YMR% EP% YMR EB% HS% HMR% EP.% HMR EB.%

+ +

UM270% UM270%

US% UMR% EP.% UMR

+

UM270%

E.B.%

ek
# =
I ek

[ | . ' .
—

Abundancia relativa %

0.25— *

Figura 7. Abundancias relativas de los efectos generados por los tratamientos en tres tipos de
suelo.Las frecuencias a nivel clase fueron comparadas mediante la prueba chi cuadrada, diferencias
significativas de las frecuencias entre suelo y rizésfera de maiz son indicadas con asteriscos
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001);diferencias significativas entre rizésfera de maiz y rizésferas
incoculadas con UM270 son indicadas con numerales (#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001)
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Tabla 7. Cambios en las abundancias relativas de las clases dominantes.

Alfaproteobacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Actinobacteria
Chloroacidobacteria
Acidobacteria-6
Saprospirae
Gemmatimonadetes
Thermoleophilia
Pedosphaerae
Gemm-1
Cytophagia
Spartobacteria
Sphingobacteria
Acidobacteriia
Nitrospira
Physcisphaerae
Solibacteres
Opitutae
Planctomycetia
Acidobacteria-5

Acidobacteria-iiil-8

14.993
11.749
2.893
4,672
11.506
9.818
4819
5.788
5.427
2.634
0.752
1.163
2415
0.824
0.510
0.426
0.682
1.108
1.533
0.182
0.468
0.261

0.147

10.825
16.071
6.813
1.869
24.745
7.940
3.275
4.019
2.876
2.134
0.655
0.631
2.319
0.761
0.691
0.235
0.373
0.756
0.884
0.337
0.325
N/D

0.154

-4.168
+4.322
+3.920
-2.803
+14.239
-1.878
-1.544
-1.769
-2.551
-0.500
-0.097
-0.532
-0.096
-0.063
+0.181
-0.191
-0.309
-0.352
-0.649
+0.155
-0.143
-0.261

+0.013

9.603
10.764
22.131
2.091
13.823
11.190
3.395
6.228
4.383
0.843
0.385
0.382
1.926
0.956
0.898
0.162
0.492
0.727
1.147
0.287
0.185
N/D

0.267

-1.222
-5.307
+15.318
+0.222
-11.922
+3.250
+0.120
+2.209
+1.507
-1.291
-0.270
-0.249
-0.393
+0.195
+0.207
-0.073
+0.119
-0.029
+0.263
-0.050

-0.140

+0.113

16.242
15.013
6.131
5.103
2.933
5.946
4,851
6.351
2.821
3.275
2.7110
1.226
2.314
2.994
3.329
2.426
0.476
1.040
0.897
1.589
1.455
0.734

0.709

15.416
19.853
6.974
5.892
3.356
6.416
3.400
5.212
1,692
2.729
2.840
0.797
2.656
2.653
3.155
2.124
0.287
0.992
1.408
1.753
1.522
0.457

0.591

-0.826
+4.840
+0.843
+0.789
+0.423
+0.470
-1.451
-1.139
-1.129
-0.546
+0.130
-0.429
+0.342
-0.341
-0174
-0.302
-0.189
+0.048
+0.511
+0.164
+0.067
-0.277

-0.118

13.451
16.826
7.830
6.993
1.081
6.814
5.209
4.248
2.229
1.695
4.834
1.169
2.426
3.361
1.757
2.732
1.140
1.148
0.912
2.566
1.348
0.754

0.676

-1.965
-3.027
+0.856
+1.101
-2.275
+0.398
+1.809
-0.964
+0.537
-1.034
+1.994
+0.372
-0.230
+0.708
-1.398
+0.608
+0.853
+0.156
-0.496
+0.813
-0.174
+0297

+0.085

8.882
9.124
2.988
6.485
3.536
7.253
7.883
1.942
2.322
4.237
3.724
5.698
0.803
1.985
0.443
4.006
4315
1.292
0.603
0.137
1.120
1.844

1.343

11.291
13.824
7.857
5.394
3.478
5.021
5.691
2.338
1.512
4.004
2.050
4.201
0.920
1.631
2.035
1.859
2.830
0.620
0.288
0.326
1.071
0.016

0.523

+2.409
+4.700
+4.869
-1.091
-0.058
-2.232
-2.192
+0.396
-0.810
-0.233
-1.674
-1.497
+0.117
-0.354
+1.592
2147
-1.485
-0.672
-0.315
+0.189
-0.049
-1.828

-0.820

16.586
18.789
6.121
4.821
2.545
4.765
5.085
1.348
2.252
2.607
2.953
4.430
0.855
1.270
2.362
2127
2.850
1141
0.671
0.653
0.682
0.712

0.906

+5.295
+4.965
-1.736
-0.573
-0.933
-0.256
-0.606
-0.990
+0.740
-1.397
+0.903
+0.229
-0.065
-0.361
+0.327
+0.268
+0.020
+0.521
+0.383
+0.327
-0.389
+0.696

+0.383

La comparacién entre abundancias relativas nivel clase se llevd a cabo entre las muestras de suelo y muestras rizdsfericas sin inocular,
posteriormente muestras rizdsfericas sin inocular y muestras rizdsfericas inoculadas con UM270. YS: Suelo Yuriria, YMR: Rizésfera maiz sin inocular
Yuriria, YMR+UM?270: Rizdsfera maiz inoculada, HS: Suelo Huiramba, HMR: Rizésfera maiz sin inocular Huiramba, HMR+UM270: Rizésfera maiz

inoculada Huiramba, US: Suelo Uruapan, UMR: Rizdsfera maiz sin inocular, UMR+UM270: Rizésfera maiz inoculada, E.P.: Efecto planta, E.B.: Efecto

bacteria.
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7.5 Diversidad e indices ecolégicos del bacterioma de las muestras

Para determinar la composicion de las comunidades de los bacteriomas se
procedi6 a realizar un analisis de diversidad y diferentes indices ecologicos que
permitieran hacer una comparacion estructural entre muestras mediante analisis de

diversidad alfa y beta.

7.5.1 Curvas de rarefaccién y analisis de la diversidad alfa

Para analizar la representatividad de la comunidad, se llevé a cabo una
curva de rarefaccion con las secuencias de los genes ribosomales y los OTUs
identificados, utilizando la plataforma QIIME. La curva muestra una tendencia a la
asintota por lo que se interpreta que este muestreo representa de manera
significativa la comunidad y que con futuros muestreos son pocos los nuevos

OTUs que podrian encontrarse.
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Figura 8. Curva de rarefaccién de las muestras

Para analizar la diversidad alfa de las comunidades microbianas presentes
en las muestras se utilizaron los indices ecolégicos de Shannon, el cual nos habla

de la riqueza de especies presentes, no posee un valor maximo, ya que este es
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dado por el numero de especies presentes en el sistema, normalmente los valores
oscilan entre 2-4 mientras que valores superiores a 5 son considerados como
sistemas con muy alta diversidad. El indice de Pielou hace referencia a la equidad
de distribucién de especies, siendo su escala de valores de 0-1 donde el minimo
representa la ausencia de equidad y el maximo una distribucién equitativa entre
todas las especies presentes. El indice de Faith PD toma en cuenta la distancia
filogenética entre las diferentes especies que componen una comunidad para
determinar la riqueza evolutiva de un sistema; los valores son representados de
manera porcentual y son equivalentes a la suma de las longitudes de rama que
conectan a todos los pares de especies dentro de una comunidad a lo largo de una
filogenia; la tabla 8 muestra los valores obtenidos para cada una de las muestras

utilizadas en los experimentos.

Tabla 8. indices ecoldgicos de la diversidad alfa de las muestras.

Muestra H J’ PD

YS 8.856 0.909 63.597
YMR 8.081 0.851 61.788
YMR+UM270 7.278 0.793 51.307
HS 9.279 0.936 94.996
HMR 8.916 0.896 93.520
HMR+UM270 9.300 0.933 91.083
us 8.778 0.927 66.236
UMR 8.593 0.897 75.151
UMR+UM270 8.735 0.899 76.012

El indice de Shannon nos muestra valores descendientes en las diferentes
muestras, en el suelo arcilloso siendo 8.856 en el suelo, 8.081 para la rizésfera de
plantulas de maiz y 7.278 en la rizosfera de plantulas inoculas con la cepa UM270.

Las muestras provenientes del suelo franco arenoso arrojaron valores de 9.279 en
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el suelo, 8.916 en plantulas sin inocular y 9.300 y en plantas tratadas con UM270.
En las muestras del suelo franco se obtuvieron los datos de 8.778, 8.593 y 8.735
para el suelo, rizosfera sin inocular y rizosfera inoculada respectivamente. Los
valores nos muestran que existe una disminucion en la diversidad de la comunidad
microbiana al desarrollar una plantula de maiz respecto al suelo control, o que
sugiere que existe un efecto de seleccion generado por la planta sobre los

microorganismos presentes

Respecto al indice de Pielou los valores obtenidos fueron 0.909, 0.851 y
0.793 para las muestras con suelo arcilloso; de 0.936, 0.896 y 0.933 para las
mientras de suelo franco arenoso y finalmente de 0.927, 0.897 y 0.899 para las
muestras del suelo franco. Existe un patron de comportamiento similar al
observado en el caso del indice anterior para los suelos de Yuriria y Huiramba,
mientras en el caso de Uruapan se observa en la inoculacion no muestra cambios

respecto al valor obtenido de plantulas sin inocular.

El indice de Faith PD arrojo los valores de 63.597, 61.788 y 51.307 para el
suelo, rizosfera sin inocular y rizosfera inoculada en un suelo arcilloso; 94.996,
93.520 y 91.083 en el caso del suelo franco arenoso y de 66.236, 75.151 y 76.012
para el suelo franco. En el caso de este indice nos muestra que en el desarrollo de
una planta de maiz disminuye la diversidad filogenética respecto al suelo original
en el caso de muestras de suelo arcilloso y franco arenoso, mientras en el suelo
franco incrementa. En el caso de la inoculacion con la cepa UM270 este valor fue
menor al ser comparado con plantulas sin inocular en el suelo arcilloso y en el

suelo franco arenoso, mientras en el suelo franco incremento ligeramente mas.

7.5.2 Analisis de diversidad beta:

El analisis de la diversidad beta fue llevado a cabo mediante la herramienta
EMPeror en la plataforma QIIME, con los valores obtenidos se construyé una
matriz de distancia para realizar PCoA de los indices de Bray-Curtis, el cual toma

en cuenta las fracciones de secuencias mas abundantes entre muestras para
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determinar el sobreposicionamiento de las comunidades con un rango de 0-1
donde el cero representa comunidades idénticas y el valor maximo comunidades
sin nada en comun; el indice de Jaccard analiza la presencia/ausencia de especies
unicas con un rango de 0-1 donde el minimo indica que se comparten todas las
especies y el maximo especies unicas y no compartidas entre las comunidades;
finalmente el indice Unifracc que anade el analisis del componente filogenético de
las muestras, toma dos variantes el ponderado que toma en cuenta la distribucion
de las lecturas y tiende a anadir significancia a los taxa dominantes, por otra parte
la variante no ponderada simplemente toma en cuenta la presencia/ausencia de
especies y afnade significancia a taxa poco comun entre las comunidades. La
comparacion estructural de las comunidades presentes en las muestras arrojo,
para el caso del indice de Bray Curtis tiene un poder explicativo del 76.65%
constituido por tres coordenadas con valores de 33.41%, 22.40% y 20.84%
respectivamente (Figura 9), Para el indice de Jaccard se obtuvo un poder
explicativo del 61.96% compuestos por tres coordenadas con valores de 26.44%,
19.50% y 16.02% respectivamente (Figura 10). Respecto al indice de UniFrac
ponderado el poder explicativo es del 89.3% conformado por tres coordenadas con
valores de 63.57%, 14.68% y 11.05% respectivamente (Figura 11); por otra parte,
el indice UniFrac no ponderado mostr6 una sumatoria explicativa del 63.58%
construido por tres coordenadas de valores 24.16%, 23.55% y 15.87%

respectivamente (Figura 12).
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7.6 Determinacién de los taxa compartidos y exclusivos del bacterioma de maiz

Con los datos obtenidos del procesamiento bioinformatico se procedid a
establecer los taxa compartidos y exclusivos entre los diferentes tratamientos en
cada tipo de suelo a diferentes 6rdenes taxondmicos. En el caso de las muestras
provenientes de suelo arcilloso a nivel phylum se obtuvieron 17 phyla compartidos
encontrando el phylum Fusobacteria como exclusivo a la rizésfera de plantulas de
maiz sin inocular, a nivel clase se encontraron 38 clases bacterianas compartidas y
la clase exclusiva Fusobacteria esperada de la deteccidn anterior; a nivel género
se encontraron 233 géneros compartidos y los géneros exclusivos Afipia,
Luteimonas, Paucimonas, Ferruginibacter, Coxiella, Ferrithrix, y Desulfovirga para
el suelo; Sterolibacterium, Fusobacterium, Rhodoferaxy Parasegetibacter para la
rizosfera de plantulas de maiz sin inocular y los géneros Leptothrix, Alkalilimnicola
y Rhizomicrobium para la rizosfera de plantulas inoculadas con UM270 (Figura
13).
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Figura 13. Diagrama de Venn de taxa compartido entre tratamientos en un suelo arcilloso a diferentes niveles
taxondémicos A) Phylum, B) Clase, C) Género; Circulo rojo: Suelo, Circulo azul: Rizosfera de plantulas de

maiz sin inocular, Circulo amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con P.fluorescens UM270.

En el suelo franco arenoso a nivel phylum se comparten 18 phyla entre las
muestras encontrando el phylum Armatimonadetes exclusivamente en la rizosfera
de plantulas sin inocular; a nivel clase se compartieron 42 clases bacterianas
encontrando exclusivamente en la rizosfera de plantulas de maiz sin inocular
miembros de las clases Armatimonadia y Oscillatoriophycideae; se encontraron
267 géneros compartidos entre las muestras, ademas se identificaron los géneros
Criptosporangium, Sporomusa, Sterolibacterium, Pseudoxanthomonas,
Cellulosimicrobium, Isoptericola y Cronobacter exclusivamente en la comunidad
del suelo original, mientras que los géneros exclusivos presentes en la rizosfera de

plantulas de maiz sin inocular fueron Armatimonas, Microcystis, Actinospica,
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Azotobacter y Paucimonas, mientras que en el caso de las plantulas inoculadas

fueron los géneros Crosiellay Pseudogulbenkiania (Figura 14).

A B)

Oscillatoriophycideae
Ammatimonadia

Ammatimonadetes

Cryptosporangium
Sporomusa
Sterifibacterium
Pseudoxanthomonas
Isoptericola

C) Cronobacter

Amatimonas

Microcystis Pseudoguibenkiania
Actinospica Crossiella
Azotobacter

Paucimonas

Figura 14. Diagrama de Venn de taxa compartido entre tratamientos en un suelo franco-arenoso a
diferentes niveles taxonémicos A) Phylum, B) Clase, C) Género; Circulo rojo: Suelo, Circulo azul: Rizésfera

de plantulas de maiz sin inocular, Circulo amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con

Finalmente las muestras provenientes de suelo franco a nivel phylum se
obtuvieron 20 phyla compartidos siendo los phyla Armatimonadetes 'y
Synergistetes exclusivos a la comunidad microbiana del suelo, a nivel clase se
encontraron 44 clases bacterianas compartidas, las clases Armatimonadia y
Sinergestia para el suelo y Oscillatoriophycideae exclusivamente en la rizosfera
de plantulas de maiz sin inocular; a nivel género se encontraron 258 géneros
compartidos y los géneros exclusivos Thermanaerovibrio, Altererythrobacter,
Phytohabitans, Dehalogenimonas, Planifilum, Hymenobacter, Blastocatella y

Armatimonas para el suelo; Candidatus cardinium, Rodocytophaga, Microcystis,
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Solitalea, Salicola, Anaerosinus, Isoptericola, Cronobacter y Kibdelosporangium
para la rizosfera de plantulas de maiz sin inocular y los géneros Rubellimicrobium,
Siphonobacter, Geothermobacter y Magnetospirillum plantulas inoculadas (Figura
15).

Finalmente, con la comparacion realizada se procedi® a comparar los
microorganismos detectados con funcionalidad potencial benéfica en cada tipo de
suelo y tratamiento explicados por la inoculacion de la cepa UM270 y la actividad
de reclutamiento bacteriano ejercido por la planta, posteriormente se hizo una
investigacion literaria en la busqueda de otros experimentos que mostraran el rol
gue han tenido estos taxa como ejes y periféricos en distintas especies de interés

agricola. (Tabla 13)
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Theymanaerovibrio

Altersrythrobacter
Phytohabitans
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Planifium
Hymenobacter
Blastocatella
Amatimonas
C)
Candidatus cardinium
Rhodocytophaga
Microcystis
Splital ;51 Rubellimicrobium
Salicola Siphonobacter
" Geothermobacter
Anaerosinus 3
Iscitericola Magnetospinlium
Cronobacter

Figura 15. Diagrama de Venn de taxa compartido entre tratamientos en un suelo franco-arenoso a diferentes niveles
taxondémicos A) Phylum, B) Clase, C) Género; Circulo rojo: Suelo, Circulo azul: Rizosfera de plantulas de maiz sin inocular,

Circulo amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con P.fluorescens UM270.



Tabla 9. Microorganismos moduladores benéficos detectados

Taxa agrupado por tipo de Género bacterianos

Sistema de estudio

Referencia

suelo

Parasegetibacter
Solitalea
Actinospica

Arcilloso: Leptothrix,

Alkalimnicola, Rhizomicrobium,

Armatlmgnas, Mlcrocystls, Cronobacter

Actinospica, Paucimonas,

Rhodocytophaga,Solitalea,

Sallcolg,Anaerosmus, Fusobacterium

Isoptericola, Cronobacter,

Kibdelosporangium
Magnetospirillum
Leptothrix
Geothermobacter
Rhodoferax
Armatimonas
Isoptericola

Franco-arenoso: Crossiella,

Pseudogulbenkiania, . .

Parasegetibacter, Microcystis

Sterolibacterium,

Fusobacterium, Rhodoferax,

Rhgdocytophaga,. Solitalea, Pseudogulbenkiania

Salicola, Anaerosinus,

Isoptericola, Cronobacter,

Kibdelosporangium
Rhizomicrobium
Siphonobacter
Paucimonas
Rhodocytophaga
Crossiella

Comunidades microbianas asociadas a
macrofitas acuaticas en sedimentos
contaminados con Cd

Comunidades microbianas de humedal
durante dos estaciones temporales
distintas

Comunidades microbianas asociadas a
plantas Sedum en suelos
hiperacumulacion de Cd/Zn

Comunidad microbiana semillas de
alfalfa contaminadas de Salmonella

Comunidades microbianas asociadas a
la hiedra comun

Comunidad microbiana de subsuelo
suplementado con carbono y perdida
de nitrogeno

Comunidad microbiana de biofiltros de
arena con fluctuaciones de manganeso

Comunidad microbiana de celdas de
biocombustible con sustrato a base de
suelo

Comunidades microbianas asociadas a
plantas de arroz en suelos salinos y
alcalinos

Comunidades microbianas en un
Sistema reservorio de rios con
variabilidad fisicoquimica

Comunidad microbiana de Agave
lechuguilla en el pueblo de Cuatro
Ciénegas, México

Comunidades microbianas asociadas
al florecimiento de algas dafiinas en la
reserva Daechung,Korea

Comunidades microbianas
denitrificantes de suelos con practicas
de agricultura organica con emision de

N20

Comunidad microbiana asociada a
cordyceps chinos en la montafa
Shergyla, Tibet

Comunidad microbiana de la savia
maiz (Zea maysL.)

Comunidades microbianas asociadas a
florecimiento de algas dafiinas

Comunidades microbianas del suelo de
zonas desérticas en una region de
Estados Unidos(USA)

Comunidad microbiana
carbonatogénica y desintegradora de
monumentos de piedra

Yuan et al.,2022
Chemosphere

Pang et al.,2022 Science of
The Total Environment

Wu et al.,2022 . Science of
The Total Environment

Zheng et al., 2021
American Society for Microbiology

Stevens et al.,2021. BMC
microbiology

Chen et al., 2021 Applied
Microbiology and Biotechnology

Zhao et al.,2021 Water
research

Liang et al., 2021
Environmental Research

Zhang et al.,2021 Soil Use
and Management.

Wang et al.,2021 Global
Ecology and Conservation

Lépez-Lozano et
al.,2020 Frontiers in Plant Science

Chun et al.,2020 Water
research

Han et al.,2020 European
Journal of Soil Biology

Shao et al., 2019
Microorganisms

Wattenburger et al., 2019
Phytobiomes Journal

Chun et al.,2019 . Frontiers
in microbiology

Pombubpa et al.,2019
FEMS Microbiology Ecology
Li et al., 2018 American
Society for Microbiology
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Anaerosinus Comunidades microbianas en Zheng et al.,2017 Journal of
sedimentos con materiales pesados, basic microbiology
rio Jiehe,China

Rubellimicrobium Comunidad microbiana de calostro y Drago et al., 2017
) . ) leche madura de humano en dos areas Multidisciplinary Journal of Microbial
Franco: Rubellimicrobium, geograficas distintas (Italia y Burundi) Ecology
Siphonobacter,
Geothermobacter, Alkalimnicola Comunidades microbianas con Devpura et al., 2017
Magnetosplrlllum, potencial como bioremediadores de International Biodeterioration &
Parasegetibacter, suelos contaminados con descargas Biodegraaation
Sterolibacterium, industriales
Fusobacterium,Rhodoferax,
Armatimonas, Actinospica, Sterolibacterium Comunidades microbianas de sistemas Shu et al.,2016 Chemical
Paucimonas de tratamientos de agua Engineering Journal
Kibdelosporangium Comunidades microbianas de plantas Ma et al.,2015 Journal of
de arroz durante la degradacion de applied microbiology
hidrocarburos aromaticos policiclicos
Salicola Comunidades microbianas de solares Maturrano et al.,2006
salinos en lagos del Peru IJSEM
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7.7 Estructura de la comunidad microbiana y patrones de coocurrencia y
coexclusion

La rizésfera es un micro ecosistema donde existen complejas relaciones
tripartitas suelo-planta-microorganismos sobre la cual es posible realizar el analisis
de patrones de coocurrencia y coexclusién de los microorganismos, estos patrones
proveen informacion valiosa para caracterizar la biogeografia, la distribucion
funcional y las interacciones ecoldgicas de los participantes a una escala de
comunidad. Existe evidencia de la influencia que genera el suelo y el genotipo de
una planta (principalmente debido a la rizodeposicidn) sobre la estructuracion de
su microbioma, sin embargo, las interacciones entre microorganismo-
microorganismo pueden modular las diferentes conformaciones que adopta una
comunidad y son también un reflejo del impacto de los factores bidticos y abidticos
(van der Heijden et al.,2016).

Un grafo es una representacion abstracta de la relacion que existe entre una
serie de

El analisis de los patrones de coocurrencia y coexclusion respectivos a cada
tipo de suelo se realiz6 a diferentes niveles taxondmicos y permitié apreciar
diferencias en la topologia de las comunidades microbianas; las redes de
interaccion muestran zOTUs pertenecientes al bacterioma nucleo (compartido
entre los tratamientos por tipo de suelo) y la naturaleza de estas interacciones

mostrando comportamientos diferenciales en cada uno de ellos.

7.7.1 Topologia de comunidad microbiana de un suelo Arcilloso

A nivel phylum la comunidad esta conformada por 15 nodos y 105 aristas;
en la cual es posible apreciar que los Phyla Proteobacteria y Actinobacteria
ejercen la mayoria de las correlaciones negativas dentro de la comunidad;
seguidos por los Phyla Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia,
Firmicutes, que presentan una relacion positiva entre ellas pero una correlacion

negativa con los phyla anteriormente citados, el resto de las interacciones
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negativas se concentra en los phyla Chloroflexi, Armatimonadetes, Nitrospirae y
Deinococcus thermus, los cuales tienen interacciones mixtas en la red, finalmente
el phylum Fusobacteria es un nodo detectado exclusivamente en la rizosfera de
plantulas de maiz sin inocular por lo que presenta una correlacion negativa con la
mayoria de los miembros de la comunidad; a este nivel la red se encuentra
correlacionada de la siguiente manera 50.48% positivo, 30.48% negativo y 19.05%

neutro.

A nivel clase la comunidad se encuentra conformada por 36 nodos y 360
aristas, los nodos pudieron agruparse en 9 moddulos, concentrandose las
correlaciones negativas mas pronunciadas entre los taxa de un primer modulo
constituidos por las clases Gammaproteobacteria, Chitinophagia, Cyanobacteria,
Sphingobacteria, Armatimonadia, Flavobacteria, Blastocatella, Bacterodia,
Synergistia y Phycisphaerae; y un segundo modulo conformado por las clases
Betaproteobacteria, Cytophagia, Rubrobacteria, Thermoleophilia, Acidomicrobiia,
Opitutae y Oscillatoriophycidae.; el resto de las correlaciones negativas cae sobre
las clases Actinobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Spartobacteria,
Planctomycelia, Thermomicrobia, Deinococci y Verrucomicrobiae, interactuando
principalmente con el primero modulo anteriormente descrito. El resto de clase
tiene una correlacion predominantemente positiva y se relacionan con las clases
no pertenecientes a los primeros dos mddulos descritos; de manera esperada el
nodo perteneciente a la clase Fusobacteriia solo fue encontrada en la rizésfera de
plantulas de maiz sin inocular. A este nivel la red se encuentra correlacionada de

la siguiente manera 52.38% positivo, 32.06% negativo y 15.58% neutro.

57



Armatimonadetes

Cyanobacteria Fusobacteria

Nitrospirae
Synergistetes {
Actinobacteria Chioroflexi

Deinococcus thermus

Gemmatimonadetes
Planctomycetes Verrucomicrobia

Proteobacteria

Bacteroidetes 3
Firmicutes

Acidobacteria

Figural6. Grafo de comunidad microbiana del suelo Arcilloso nivel Phylum, (arriba)
Distribucion de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizésfera de
plantulas de maiz sin inocular, amarillo: Rizosfera de plantulas de maiz inoculadas con P.
fluorescens UM270. (abajo) Distribucion de Fruchterman Reingold naturaleza de
correlaciones, verde: Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra
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Figural7. Grafo de comunidad microbiana del suelo Arcilla nivel clase, (arriba) Distribucién

de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizosfera de plantulas de cq
maiz sin inocular, amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con P. fluorescens
UM270. (abajo) Distribucion de Fruchterman Reingold naturaleza de correlaciones, verde:
Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra



71.7.2 Topologia de comunidad microbiana de un suelo Franco-arenoso

A nivel phylum la comunidad esta conformada por 18 nodos y 153 aristas,
en este caso es posible observar que la distribucion de las correlaciones negativas
fue distribuida de manera principal en los phyla Actinobacteria, Acidobacteria,
Bacteroidetes y Proteobacteria ejerciendo la mayoria de las interacciones
negativas, seguidos por los phyla Planctomycetes, Verrucomicrobia y Fusobacteria
con un numero menor de interacciones negativas; finalmente los nodos
pertenecientes a Armatimonadetes, Sinergistetes y Spirochaetes fueron
detectados el primero exclusivamente en la rizosfera de plantulas sin inocular y los
ultimos dos en las rizosferas de plantas inoculadas y sin inocular con
Pseudomonas fluorescens UM270. A este nivel la red se encuentra correlacionada

de la siguiente manera 41.18% negativo, 39.22% positivo y 19.61% neutro.
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Deinococcus thermus
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Figura18. Grafo de comunidad microbiana del suelo Franco-arenoso nivel Phyla, (arriba)
Distribucion de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizésfera de
plantulas de maiz sin inocular, amarillo: Rizosfera de plantulas de maiz inoculadas con P.
fluorescens UMZ270. (abajo) Distribucion de Fruchterman Reingold naturaleza de
correlaciones, verde: Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra
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A nivel clase la comunidad se encuentra conformada por 42 nodos y 861 aristas,
en este caso la comunidad solo se agrupo en dos moddulos, por lo cual la
distribucién de las correlaciones negativas queda distribuida en toda la red, sin
embargo, es posible apreciar que las clases con mayores correlaciones negativos
dentro de la red son Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,  Fibrobacterias, Acidobacteriia,
Cytophagia, Actinobacteria, Sphingobacteriia, Bacteroidetes, Verrucomicrobiae y
Acidomicrobiia, fue posible detectar clases en la rizésfera de plantulas de maiz
inoculadas y sin inocular correspondientes a Synergistiay Spirochaetia, asi mismo
se detectd la clase Caldilineae solo en la comunidad del suelo de origen y la
rizosfera de plantulas sin inocular con la cepa UM270, finalmente las clases
Armatimonadia y Anaerolineae fueron detectadas unicamente en la rizosfera de
plantas sin inocular. A este nivel la red se encuentra correlacionada de la siguiente

manera 41.58% negativo, 39.72% positivo y 18.70% neutro.
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Figura19. Grafo de comunidad microbiana del suelo Franco-arenoso nivel clase, (arriba)
Distribucion de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizésfera de 63
plantulas de maiz sin inocular, amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con P.
fluorescens UM270. (abajo) Distribucion de Fruchterman Reingold naturaleza de
correlaciones, verde: Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra



7.7.3 Topologia de comunidad microbiana de un suelo Franco

A nivel phylum la comunidad esta conformada por 18 nodos y 153 aristas,
fue posible observar que el centro y principal fuente de correlaciones negativas es
el phylum Proteobacterias, también fue posible observar un comportamiento
general correlacionado de manera negativa con los phyla Fibrobacteres y
Fusobacteria; por otra parte el resto de las interacciones negativas se distribuy6 en
los phyla Actinobacteria y Acidobacteria aunque una parte de las interacciones
también quedd entre los miembros de los phyla Bacteroidetes, Firmicutes,
Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, Cyanobacteria y Nitrospirae, también fue
posible observar el nodo del phylum Armatimonadetes como exclusivo de la
comunidad del suelo de origen. A este nivel la red se encuentra correlacionada de

la siguiente manera 52.94% positivo, 35.29% negativo y 11.76% neutro.

64



£ i Fi A , ' | Fusobacteria
Acidobacteria [ f | A /. '
UL TR Acnsleactena: - progoiiRicteria
‘ Gemmatimonadetes '/ Fibrobacteres
Ignavibacteriae ' / {
" Firmicutes
Niogi— Bacteroidetes
Verrucomicrobia Cyanobacteria
lebtc’nycotas
Chlorefiexi / V-
| 14 ‘u\\ o cl\bmbi
i . e 1 s
‘ Deno“im’& fl / /"
s \ \\/ \ 4 gl Fusobacteria
Acldobacteria 4 A \ i S f‘ |
: - SN & 7 1
b | 4 \V | 7 |
) G \\ A
emoss FibroBacteres
Ignavibacteriae 1
~ idetes
Nitrospirae \ e,
1/ 7
a/"
Verrucomicrobia Cyanobacteria

Figura 20. Grafo de comunidad microbiana del suelo Franco nivel phylum, (arriba)
Distribucion de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizésfera de
plantulas de maiz sin inocular, amarillo: Rizosfera de plantulas de maiz inoculadas con P. 65
fluorescens UMZ270. (abajo) Distribucion de Fruchterman Reingold naturaleza de
correlaciones, verde: Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra



A nivel clase la comunidad se encuentra conformada por 42 nodos y 861 aristas
donde se puede observar que la comunidad se distribuye en 8 modulos, los cuales
concentran las correlaciones negativas en cuatro de ellos formados el primero por
las clases Betaproteobacteria, Thermoleophilia, Holophagae, Fibrobacteria,
Planctomycetia y Phycisphaerae; el segundo por las clases Deltaproteobacteria,
Acidobacteriia, Verrucomicrobiae, Dehalococcoidia, Saprospira y Fusobacteria,
cabe mencionar que estos médulos se relacionan de manera negativa entre si; el
tercer grupo esta constituido por las clases Gemmatimonadetes, Blastocatellia,
Nitrospira, Clostridia, Opitutae, Negativicutes, Armatimonadia y Caldilinae , este
tercer grupo, sumado a los otros dos generan efectos negativos hacia el cuarto
grupo que presenta a las clases Gammaproteobacteria, Cytophagia, Bacteroidia,
Cyanobacteria, Spartobacteria, Bacilli Oscillatoriophycideae, Deinococci y
Anaerolineae ; el resto de clases sostiene correlaciones positivas que soportan
principalmente al segundo y tercer modulo anteriormente descrito y el resto se
distribuye de manera proporcional pero menos intensa en los otros dos
mencionados. A este nivel la red se encuentra correlacionada de la siguiente

manera 45.99% positivo, 40.77% negativo y 13.24% neutro.

66



fluorescens UM270.

Fibrobacteria  Acidimicrobiia

Thermoleophilia Saprospiria
Phycisphaerae

Hologieyes Deltaproteobacteria N
Bactemidetes / Verrucomicrobiae

Betaproteobacteria p.iinopactoria Deometadly o AL Dehalogoccoidia

Chloroflexia
Sphingobacteriia

Chitinophagia A Gy i
Planctagcets itinophag Chlorobia

Thermomicrobia | : Acidobacteriia
Ignavibacteria 5

Syneegistia
Cyanobacteria
Gemmatimonadetes

Nitrospira '
Alphaproteobacteria Rubagectaria

Deinococci
Cytophagia Bacilli

Clostridia
Blastocatellia

‘. idi Anaerolineae
A e snadia Bacteroidia

Spartobacteria

Opitutae

Gammaproteobacteria

Negativicutes Oscillatoriephycideae
Caldilineae

FlbloTﬂ‘l Acidimlcrobiia
; 'A\ : g'\

\ ¥ 1 "'\ s;mpiria
“ \ 3 . ‘l .).;
orbydapneecas |
mﬁ'@b‘“'r? Verrucofpicrobiae

|

S N 7 SN
NegatRleutes: . 5/ Ogciliato

3 phycideas
Caldilineae

Figura 21. Grafo de comunidad microbiana del suelo Franco nivel clase, (arriba)
Distribucion de Fruchterman Reingold phyla compartido, rojo: Suelo, azul: Rizésfera de
plantulas de maiz sin inocular, amarillo: Rizésfera de plantulas de maiz inoculadas con P.
(abajo) Distribucidn de Fruchterman Reingold naturaleza de
correlaciones, verde: Positiva, rojo: Negativa, negro: Neutra
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8. Discusion

El maiz es un cultivo de importancia global debido a su relevancia en las
industrias textil, energética, papelera y tiene un rol importante en la seguridad
alimenticia de las poblaciones y las problematicas que enfrenta la humanidad
debido al manejo convencional con agroquimicos y sus complicaciones en el
campo. La planta de maiz ha demostrado previamente ser una planta capaz de
adaptarse y desarrollarse en diferentes tipos de suelo, ser capaz de resistir
condiciones ambientales adversas y generar patrones de exudacién radicular
diferenciados, siendo todas estas caracteristicas adecuadas para probar
potenciales bioinoculantes con potencial benéfico y bioquimico para ejercer
efectos benéficos en los suelos y en las plantas que se desarrollan en él,
permitiendo también verificar los efectos de la inoculacion de PGPR con la
finalidad de evidenciar cambios en la composicion de las comunidades
microbianas que podrian tener un papel importante en las interacciones planta-

microorganismo (Mehta et al.,2021).

De manera tradicional se ha optado por metodologias dependientes de
cultivo para el escrutinio de microorganismos en diferentes sistemas, sin embargo,
las diferentes estrategias de crecimiento, reproduccion y competencias entre
microorganismos sesga la capacidad de detectar dichos agentes etiolégicos. Las
nuevas tecnologias de secuenciacion ofrecen la posibilidad de analizar la
composicion de una comunidad microbiana a través de la deteccion de diferentes
biomarcadores (Ari y Arikan.,2016). Las técnicas de secuenciacion de ultima
generacion permiten dilucidar los integrantes constituyentes de las comunidades
microbianas asociadas a diferentes organismos, en este caso las plantas, ofrecen
la ventaja de detectar microorganismos que no serian apreciables mediante
técnicas tradicionales de cultivo y también de inferir sus posibles funciones
metabdlicas repercutiendo asi en su papel ecolégico. El analisis del microbioma de
diferentes plantas ha demostrado que existen taxones que suelen ser reclutados
de manera especifica y preferencial dependiendo de la especie de la planta
huésped y el genotipo de esta en un amplio espectro de circunstancias, el conjunto

de estos microorganismos es denominado comunidad o microbioma nucleo,
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Algunos autores proponen que esta comunidad nucleo presenta estas
caracteristicas debido a su coevolucion con la planta a lo largo del tiempo,
ampliando el perfil funcional de la misma y posiblemente teniendo una
redundancia en funcionalidad ecoldgica, por otro lado existen autores que sugieren
que los efectos benéficos ejercidos por el microbioma se deben en su mayoria
ciertos taxones particulares que repercuten en la estructura del resto de la
comunidad y no a todos los integrantes que la componen, asignando al resto de
los integrantes un papel regulador de la comunicacion y los efectos generados

entre planta-microorganismo-microorganismo.

Las bacterias promotoras del crecimiento generan efectos positivos sobre la
planta; utilizando el concepto de holobionte, las PGPR ejercen influencia no solo
sobre la planta huésped, sino con el resto de la comunidad microbiana asociada a
esta. Trabajos previos ilustran la importancia de la comunidad microbiana indigena
de la planta huésped sobre su respuesta a diferentes tipos de estrés bidtico y
abiotico, siendo esta un area de oportunidad para el desarrollo de estrategias que
mejoren la salud de las plantas, el rendimiento de los cultivos y una fuente de

microorganismos con alto potencial biotecnolégico (Kumar y Dubey.,2020).

La cepa UM270 mostré efectos consistentes promotores del crecimiento en
plantulas de Medicago truncatula, su posterior identificacion molecular permitio
caracterizar la como una cepa perteneciente a la especie Pseudomonas
fluorescens, adicionalmente se identificaron potenciales mecanismos promotores
el crecimiento como lo es la produccién de acido indol acético, una fitohormona
con un papel importante en el desarrollo, la secrecion de la enzima ACC
desaminasa que interviene en la produccion de etileno descomponiendo su
precursor inmediato en alfacetobutirato y amonio repercutiendo en diferentes
respuestas ante el estrés y facilitando el aprovechamiento de nitrégeno,. posee
efectos antagonicos frente a fitopatogenos como Botrytis cinerea, Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, Diaporthe phaseolorum, and Colletotrichum lindemuthianum
que podrian deberse a la produccion de diferentes compuestos antimicrobianos
difusibles y volatiles con actividad previamente descrita como lo son el dimetil

disulfuro, el &cido cianhidrico, la dimetilhexadecilamina (Martinez-Camara et
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al.,2020), diferentes fenazinas, tiazol e inclusive enzimas liticas que degraden
componentes de las membranas celulares de fitopatdgenos; la cepa también
excreta sideréforos que le permiten competir mas eficientemente por el hierro
disponible en el medio para el aprovechamiento de este elemento por parte de la
planta y privando asi también de este elemento a potenciales patégenos.
Pseudomonas fluorescens UM270 cuenta también con la capacidad de generar
biofilm, una matriz de exopolimeros que ademas de facilitar la colonizacion de la
rizosfera y el intercambio selectivo de moléculas(Danhorn y Fuqua 2007), es
también un medio donde se desarrolla intercambio genético y el quorum sensing,
el cual permite tener una respuesta coordinada a nivel poblacional frente a
multiples estimulos (Diggle et al., 2007).Trabajos posteriores con la cepa han
demostrado que su capacidad promotora del crecimiento en diferentes cultivos de
interés comercial, como lo son el maiz, el sorgo y el jitomate, donde se aprecian
aumentos en la biomasa de las plantas y su concentracion de clorofila, otros
estudios han analizado la capacidad de la cepa para conferir resistencia a plantas
de Casuarina equisietifoliay Solanum Lycopersicum L. en condiciones de sequia y
salinidad (Granados et al.,2019, Rojas-Solis 2020). Estos ultimos efectos se
atribuyen a la capacidad de la bacteria para generar diferentes osmolitos como lo
son algunos aminoacidos, protegiendo a la planta de los efectos nocivos, también
se ha visto un cambio conformacional en la estructura lipidica de la membrana
celular de la cepa para resistir estas condiciones y mantener su asociacion con la

planta huésped.

Existe evidencia del efecto que tienen las propiedades fisicoquimicas de los
suelos sobre las comunidades microbianas que lo habitan, factores como el pH, la
concentracion de sales, disponibilidad de nutrientes, disponibilidad de oxigeno y la
temperatura son factores que imponen efectos de seleccion sobre los diferentes
microorganismos al impactar de manera directa en la estructura celular y en el
metabolismo de los microorganismos al generar diferentes condiciones de nicho
ante las cuales la comunidad microbiana debe adaptarse (Bakker et al.,2015). Si
bien es cierto que las condiciones del suelo establecen una especie de comunidad

inicial el modelo de adquisicion del microbioma indica que el genotipo de la planta
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tiene un mayor efecto de seleccion sobre la conformacion del microbioma, debido
a que los exudados radiculares y otras moléculas de sefializacion especificas entre
planta-microrganismos son expresadas de manera diferencial entre genotipos
modificando de esta manera las asociaciones que se generan en el holobionte
(Correa-Galeote et al., 2016).

En este trabajo se aprecidé que los efectos promotores de la cepa sobre
plantulas de maiz eran reproducibles en los tres tipos de suelo, el analisis de los
valores fitometricos obtenidos de los grupos control respecto a los grupos
sometidos a la inoculacién con la cepa UM270 fueron consistentes entre si,
sugiriendo que independientemente del tipo de suelo en el que se realizd el
tratamiento la bacteria mostro una tendencia a mejorar la biomasa de la parte
aérea y diferencias significativas en la biomasa y estructura radicular de la planta,
en el caso de la concentracion de clorofila; existieron diferencias significativas en
los plantulas inoculadas con UM270 en los suelos de Yuriria y Huiramba, mientras
que existié una tendencia a una mayor concentracion en el suelo de Uruapan, lo
cual es promisorio, puesto que puede inferirse que la cepa promueve el desarrollo
vegetal de plantas de maiz pese a las diferencias en las propiedades
fisicoquimicas y las comunidades microbianas de los suelos utilizados para los
ensayos, obteniendo una mejora de la biomasa de las plantas de
aproximadamente un 30%. Los cambios significativos que se presentaron de
manera consistente en la parte radicular de las plantas podrian deberse a la
capacidad de la cepa UM270 de producir AlA, ya que el rol de esta fitohormona es
importante para el desarrollo y la elongacion radicular, lo que podria explicar

también las diferencias morfolégicas encontradas entre tratamientos.

La biodiversidad es la variedad de entidades biologicas presentes en un
espacio determinado, incluye varios niveles de la organizacion biologica, su
variabilidad genética, los ecosistemas y la ubicacion de estos; también incluye los
procesos ecologicos y evolutivos que ocurren (Purvis y Hector 2000). Los
indicadores de biodiversidad hablan sobre aspectos particulares de la
biodiversidad, algunos la cuantifican, otros se refieren a su condicion, otros

dimensionan las presiones que la afectan. Los indicadores proveen informacion
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sobre el estado actual de la biodiversidad y sus tendencias; proveen evidencia
para entender los cambios en la biodiversidad y sus posibles consecuencias para
el bienestar humano, convirtiéendose en herramientas poderosas para tomar
decisiones ambientales informadas. Los conceptos de diversidad alfa y beta han
sido planteados para analizar la composicion de la biodiversidad, el numero de

especies a nivel local se le llama diversidad alfa, la diversidad beta cuantifica que

tan diferentes son dos conjuntos de especies de dos localidades (Conabio 2020).

Los valores obtenidos en los diferentes indices ecolégicos nos permiten
analizar quienes conforman las comunidades bacterianas presentes en las
muestras y como difieren entre ellas. En el caso de la diversidad alfa, valores
elevados en el indice de Shannon nos sugieren que existe una alta heterogeneidad
en la diversidad presente en todas las muestras, de manera similar, valores altos
obtenidos en el indice de Pielou nos indican que existe una buena distribucion
dentro de las comunidades. En ambos indices la diversidad tiende a disminuir
ligeramente al comparar los suelos de origen contra las comunidades de la
rizosfera de plantas de maiz sin inocular, lo que es consistente con lo propuesto
por el modelo de dos pasos de adquisicion del microbioma, sin embargo al
comparar las comunidades de plantulas de maiz inoculadas frente a aquellas
inoculadas con la cepa UM270 el patron solo fue consistente en el caso de los
tratamientos realizados en un suelo arcilloso, mientras que en los otros dos tipos
de suelo los valores obtenidos en plantulas tratadas con la cepa fueron
ligeramente mayores a los que tenian las plantulas sin inocular. Respecto al indice
de Faith, el cual a diferencia de los indices anteriores toma en cuenta la distancia
filogenética entre los miembros de las comunidades, mostro que la diversidad
disminuia como era propuesto en modelo de dos pasos para los suelos de tipo
arcillosos y franco-arenoso, mientras que en el suelo franco los valores de este
indice fueron mayores en los tratamientos con plantulas inoculadas y sin inocular

respecto a la diversidad del suelo inicial.

En cuanto a la diversidad beta se utilizaron los indices de Bray-Curtis, el
cual es una medida de la diferencia entre las abundancias de las especies

presentes, el indice de Jaccard que indica el grado de superposicidon de las
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comunidades, UniFrac, que es una medida de la disimilitud de dos comunidades
tomando en cuenta la distancia filogenética entre los componentes de la
comunidad microbiana, su variante ponderada confiere mayor peso a taxa
dominantes y su variante no ponderada a aquellos taxa raros., con los valores
obtenidos se construyd una matriz de distancia para realizar PCoA de los indices
para la comparacion estructural de las comunidades presentes en las muestras, lo
cual evidencid un agrupamiento claramente diferenciado entre las muestras por

tipos de suelo y entre estos grupos las diferencias existentes entre tratamientos.

La comunidad microbiana de las rizésferas analizadas en el presente
trabajo revelaron una dominancia en todas las muestras por parte de los phyla
Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadefes,
Verrucomicrobia y Planctomyces, estos microorganismos se han encontrado
descritos como habitantes habituales del suelo y participan en diferentes procesos
ecolégicos, mas aun han demostrado ser también reportados como dominantes en
otros trabajos sobre el maiz (Garcia-Salamanca et al.,2013, Pereira et al.,2011),
con diferencias en las proporciones explicadas por los cambios en la bioquimica
general de la planta segun su fenologia y las modificaciones del medio ambiente
generadas de manera estocastica o por origen humano (Philippot et al.,2013, da
Silva et al.,2003), Aunque la dominancia de las comunidades a nivel phylum fue
representada por los mismos phyla entre muestras fue posible apreciar diferencias
en las abundancias relativas de estos taxones entre tipos de suelo y tratamientos,
lo cual permite apreciar el efecto de seleccion por parte de la planta sobre la
comunidad inicial del suelo y también los cambios provocados por la inoculacién

de la cepa comparada con aquella sin inocular.

Las Proteobacterias se encuentran descritas como las bacterias mas
abundantes en todas las muestras analizadas, estas pueden clasificarse en 5
grupos, los cuales ademas de las diferencias en su secuencia gendmica,
presentan variadas capacidades nutricionales y adaptativas, por lo cual, podrian
conferir una plasticidad metabdlica para la adquisicién de nutrientes debido a esta
amplia capacidad para degradar sustratos de diferente constituciéon y variada

complejidad (Gupta et al., 2000), Es el taxbn mas abundante en todas las
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muestras posiblemente se deba a la capacidad de estas bacterias de responder
ante un gradiente amplio de condiciones nutricionales y de competencia
microbiana; es importante mencionar que se ha sugerido el rol que adopta este
phylum en la domesticacién de las plantas sustituyendo las funciones ecoldgicas
de otros taxones que se encuentran en especies silvestres. Multiples géneros de
las proteobacterias han sido descritos como PGPR, organismos bioremediadores,
agentes biocontrol y una fuente de enzimas con potencial biotecnologico, siendo
géneros Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Azospirillum y Methylococcus
algunos ejemplos probados en multiples especies vegetales e inclusive existiendo
productos comerciales derivados de estos organismos (Faheem et al.,2020,
Enbaja 2019, Ipek et al.,2014, El-deb et al., 2012, Karakurt et al 2010). Como se ha
mencionado anteriormente el gener6 Pseudomonas, al cual pertenece la cepa
UM270, cuenta con multiples mecanismos para competir por la colonizacion de la
rizosfera y promover el crecimiento vegetal (Santoyo et al., 2012), es uno de los
taxones mas comunmente descritos como benéficos por su amplio arsenal de
biomoléculas activas con diferentes propiedades, siendo un agente biocontrol,
agente biorremediador, fuente de organismos con potencial biotecnolégico y
también se ha utilizado como bioinoculante promotor del crecimiento asociado a
incremento de taxones especificos en arboles de Brassica napus para mejorar el
rendimiento de las semillas (Jiménez-Gomez et al.,2020, Adhikaryet al.,2019,
Fouzia et al ., 2015 ). Rhizobium es un género descrito junto a Bradyrhizobium,
Mesorhizobium 'y Sinorhizobium como un grupo de bacterias llamados rizobiales,
los cuales participan en la fijacion bioldgica del nitrégeno, contando estos géneros
con la capacidad particular de formar relaciones simbio6ticas con leguminosas
modificando la estructura celular de la planta huésped para la formacién nodulos
fijadores nitrogeno regulada por una sefalizacién altamente especifica (Zhang et
al.,2019, Vargas et al., 2017). El género Azospirillum ha sido utilizado de manera
exitosa en el cultivo de diferentes cereales, aumentando la produccion de semillas,
la biomasa total de las plantas y obtener mejor desarrollo en condiciones adversas;
inclusive se ha estudiado su capacidad para inducir la resistencia sistémica

inducida, sus efectos benéficos suelen ser observados en los primeros estadios de
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desarrollo de las plantulas (Ejaz et al.,2020, Chavez-Herrera et al 2018, Gémez et
al.,2014).

El phylum Acidobacteria presenta habitantes usuales en multiples
ambientes terrestres, son miembros dominantes en las comunidades microbianas
en las que se encuentran descritos, no forman esporas y son oligotrofos. Las
acidobacterias intervienen en procesos ecoldgicos como la regulacién del ciclo del
carbono, nitrégeno vy azufre, pueden degradar variadas fuentes de carbono vy
nitrogeno (Celulosa, lignina, quitina, aminoacidos, metabolitos secundarios),
siendo esta propiedad utilizada para diferenciarlas, las estrategias de desarrollo de
la mayoria de sus miembros (condiciones de pH bajo, condiciones reguladas de
CO2, periodos largos de incubacion y necesidad de afadir suplementos a los
medios de cultivo) ha dificultado la capacidad de aislar microorganismos
pertenecientes a este taxon (Dedysh y Damstem., 2018), Las acidobacterias
cuentan con genes codificantes para las enzimas de la familia CAZy las cuales
catalizan el anabolismo y catabolismo de carbohidratos y glicoconjugados
complejos generando un mejor aprovechamiento de la materia organica por otros
microorganismos; pueden también reducir nitrito, nitrato y o6xido nitrico, ademas se
han encontrado genes homologos codificantes al de la nitrato reductasa (nirA),
también codificantes a transportadores de nitrato (nrtABCD) e inclusive los genes
codificantes de la dinitrogenasa (nifD y nifK) y la dinitrogenasa reductasa(nifH) en
algunas cepas de acidobacterias; aunado a todo lo anterior también poseen los
cluster de genes eps que producen exopolisacaridos que le permiten generar
biofilm (Kalam et al.,2020), donde sucede un intercambio bioquimico y genético
entre microorganismos y confiere proteccion ante la desecacion o la accién de
moléculas antagonistas, ademas de contar con otras estrategias de respuesta a la
falta de nutrientes o la desecacién como la sintesis de celulosa y produccién de
carotenoides. Existen reportes donde miembros de este clado son capaces de
promover el desarrollo de plantas de Arabidopsis thaliana mediante la produccién
de AIA y mejora en la adquisicion de hierro (Kielak et al.,2016); también se ha
evaluado el comportamiento que existen en las comunidades microbianas

rizosfericas, de manera particular las acidobacterias al someter plantas de tomate
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y lenteja negra a inoculacion con cepas promotoras del crecimiento observandose
un aumento en su abundancia relativa y los efectos positivos sobre la biomasa y la

arquitectura radicular de las plantas (Kalam et al., 2017)

El phylum Actinobacteria ha destacado como un taxén con una amplia
capacidad metabdlica, con la cual han podido proliferar en un amplio espectro de
nichos, incluyendo algunos extremos o donde otros microorganismos enfrentan
dificultades para sobrevivir, suelen tener un desarrollo colonial similar al desarrollo
micelial por parte de los hongos filamentosos. (Lewin et al 2016 y Kurtboke,2017).
Junto con el phylum Firmicutes, son microorganismos que cuentan con la
capacidad de degradar compuestos aromaticos y cuentan con la capacidad de
formar endosporas que les permiten resistir condiciones poco favorables como la
desecacion, la salinidad, radiacion ultravioleta y también una capacidad de resistir
cambios de temperaturas (van Bergeijk et al.,2020). Cabe también destacar, que
este phylum cuenta con un arsenal amplio de moléculas bioactivas con capacidad
antagonica frente a diferentes microorganismos e inclusive con utilidad medicinal
en organismos de otro dominio de la vida, tal es el caso de los antibiéticos como la
estreptomicina y sider6foro comercial llamado Deferoxamina obtenidos de
Streptomyces spp, (Lee et al.,2020) Existen también reportes de promocion del
crecimiento por parte de miembros pertenecientes a este taxon; Streptomyces spp
ha mostrado ser promotora del crecimiento vegetal habitando en la rizésfera de
plantas de sorgo, arroz (Gopalakrishnan et al., 2013) y tomate (Dias et al.,2017) e
inclusive como endofitos ( Vurukonda et al., 2018) ; Arthrobacter spp también es
un generé promotor que ha sido aislado de ambientes extremos (Singh et
al.,2016); cuenta con capacidad promotora de crecimiento en cultivos de interés
agronomico como el tomate o el sorgo, son capaces de solubilizar el fosforo
(Banerjee et al.,2010); también mitiga el estrés salino y la desecacion (Castulo-
Rubio et al., 2015 y Manzanera et al.,2015), Arthrobacter posee potencial
biorremediador en interacciones con plantas desarrolladas en suelos con
contenidos elevados de metales pesados (Xu et al., 2018). Otros usos potenciales

de miembros de este phylum es la capacidad de generar moléculas con capacidad
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fitotoxica llamados bioherbicidas que podrian ser utilizadas para restringir el

desarrollo de especies vegetales consideradas como maleza.

El phylum Bacteroidetes se encuentra en multiples ecosistemas, que van
desde suelos con cultivos de interés agricola, en zonas desérticas y en sedimentos
marinos (Lapébie et al 2019), también es posible encontrar microorganismos que
han evolucionado adquiriendo la capacidad de degradar polimeros complejos que
constituyen la biomasa de plantas de manera muy eficiente debido a multiples
enzimas codificadas en bloques llamadas PULSs; loci de utilizacién de polisacaridos
por sus siglas en inglés, interviniendo de manera particular en la utilizacion de la
materia organica presente en los suelos por otros microorganismos y plantas que
se desarrollan en este (Kmezik y Franzen 2021), dentro de las estrategias
descritas para mejorar el crecimiento de las plantas se han descrito miembros de
este phylum como Flavobacteriaceae que han sido aislados de la rizésfera de
plantas de cebada, donde al expresar una actividad fosfatasa constitutiva
explicada por la enzima PafA llegando a aportar hasta un 50% del aporte de

fosforo total de las plantas.(Lidbury et al.,2021, Johansen y Binnerup 2002)

El phylum Gemmatimonadetes se encuentra representado como uno de los
nueve phyla dominantes descritos en multiples ambientes terrestres, ha sido
posible aislar miembros pertenecientes a este taxon en ambientes que van desde
las planicies, pasturas e inclusive en sedimentos de lagos eutroficos (Janssen
2006). Se ha propuesto que este phylum cuenta con una capacidad de adaptacion
a suelos con un contenido bajo de humedad y parecen ser afectados por la
disponibilidad de la misma prefiriendo suelos mas aridos (DeBruyn et al.,2011); es
un taxdén descrito recientemente y del cual solo se cuenta con pocas especies
cultivables, sin embargo, su constante deteccion y dominancia en los suelos
sugiere que podrian ser una fuente de microorganismos con potencial
biotecnolégico y funciones ecoldgicas que aun necesitan ser evaluadas para una
comprension mas integra de su rol en las comunidades microbianas asociadas a
las plantas puesto que el descubrimiento de nuevas especies aisladas de medios
con temperaturas muy bajas e inclusive una cepa clorofototropica (Zeng et
al.,2014, Zeng et al.,2016).
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El phylum Verrucomicrobia se encuentra frecuentemente descrito como
habitante comun de los suelos, zonas fluviales e inclusive ambientes marino.
Existen reportes de su hallazgo en condiciones ambientales muy diversas,
soportando rangos de temperatura y salinidad variables (Dunfield et al., 2007 y
Vayourakis et al.,2018). También es posible encontrar microrganismos de este
phylum recuperados aislados de comunidades microbianas asociadas a plantas
saludables de remolacha (Okazaki et al., 2014). El rol geo ecologico de estos
microorganismos parece estar enfocado en procesos de degradacion de la materia
organica, que debido a su capacidad de resistir condiciones ambientales diversas
las convierten en bacterias que podrian tener un efecto decisivo en la
estructuracion de las comunidades microbianas en las que se encuentran

asociadas (Nixon et al.,2019).

El phylum Plantomycetes cuenta con microorganismos ubicuos en el
planeta, intervienen en los ciclos ecologicos del carbono y el nitrogeno; posee
caracteristicas celulares unicas que las diferencias del resto de bacterias como la
capacidad de dividirse sin el uso de la FtsZ o la compartimentalizacion de
estructuras celulares(Wiegang et al.,2020); que en ocasiones asemejan envolturas
nucleares o que pueden tener funcionalidades especificas como los
anammoxosomas que permiten la oxidacion anaerdbica del amonio (Peeters y
Nifrik 2018); su analisis filogenético sugiere un parentesco mas cercano con las
eucariotas respecto a otras bacterias (Boedeker et al.,2017). Son microorganismos
utilizados por sus aplicaciones biotecnolégicas en el tratamiento de aguas
residuales; cabe destacar que pese a encontrarse descrito en multiples estudios

metagendmicos existen pocos organismos aislados (Wiegang et al.,2018)
9. Conclusion.

Las plantas son organismos sésiles, que interactuan con organismos de los
diferentes dominios de la vida, de manera particular con su microbioma, teniendo
multiples estrategias mediante las cuales regula sus interacciones bioquimicas y
morfolégicas con los microorganismos para reclutar entidades especificas para
satisfacer sus necesidades de manera dinamica ante diferentes condiciones de

estrés biotico y abidtico. Los patrones de exudacion radicular tienen un efecto
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quimio atrayente para los microorganismos por ser una fuente nutricional de
variada composicion, sin embargo, muchas de estas moléculas pueden atraer a
microorganismos especificos e inhibir el desarrollo de otros, en un excelente
trabajo (Santoyo 2021) revisa como las asociaciones entre las plantas y su
microbioma tiene una estrecha relacion, dado que desde antes de su germinacion
la planta ya se encuentra en constante interaccion con los microbiomas de su
progenitora y el microbioma propio del suelo donde se desarrolle respondiendo de
manera dinamica con estructuras diferentes a lo largo de su fenologia y
respondiendo de manera especifica para mitigar diferentes condiciones de estrés.
En el trabajo presente fue posible observar efectos benéficos en las plantas
sometidas a la inoculaciéon de la bacteria Pseudomonas fluorescens UMZ270,
observandose este efecto en tres suelos con propiedades fisicoquimicas
diferentes, indicando que el efecto promotor es apreciable indistintamente del
suelo en el que se desarrolle la planta de maiz, la composicion del bacterioma
rizosferico de las plantas de maiz coinciden con lo reportado en otros trabajos,
pese a existir una dominancia por parte de determinados taxones es posible
apreciar diferencias en la estructura de las comunidades rizésfericas en cada tipo
de suelo segun sus tratamientos, reforzando la idea de que los factores edaficos
tienen un rol predominante en la estructuracion del microbioma, pero también
tomando en cuenta que existen particularidades explicadas por la intrincada
regulacion de las redes microbianas en constante interaccion; el analisis de la
diversidad alfa y beta entre las muestras , da apoyo a la idea de que existen
diferencias claras entre grupos de muestras por suelo de origen, pero que no
existe superposicion total de las comunidades e inclusive existe taxa particular a
cada tratamiento favoreciendo diferentes estructuras del microbioma y cambiando
de esta manera la estructura de las comunidades. Todo la anteriormente expuesto
vuelve a Pseudomonas fluorescens UM270 en un agente bionoculante promisorio,
el estudio de las interacciones de bacterias potencial aumenta nuestra
comprension de los fendmenos que ocurren y ofrecen alternativas para una mejora

explotacién biotecnoldgica.
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