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Resumen. La diversidad de los microorganismos asociados a la rizosfera de diferentes especies vegetales en los
suelos, en México se ha estudiado poco y se ha abordado de manera convencional, con técnicas microbioldgicas
limitadas debido al elevado porcentaje de microorganismos no-cultivables (95-99%). En el presente trabajo se empled
el analisis por secuenciacion del ADN ribosomal (ADNr) para evitar esa limitante y explorar mejor la diversidad de los
microorganismos cultivables y no-cultivables asociados al jitomate (Solanum lycopersicum L.) en un agroecosistema
en Sinaloa. Se empled ADN genomico extraido del suelo rizosférico para amplificar una region hipervariable en el
ADNr empleando oligonucleotidos universales para ADNr procariota y eucariota. El analisis de 194 y 384 secuencias
de ADNr de origen procariota y eucariota, respectivamente, mostré que los phyla eucariotes mas abundantes fueron
Ascomycota (59%), Chlorophyta (21%) y Basidiomycota (12%), y los mas abundantes de origen procariote fueron
Firmicutes (45%), Proteobacteria (14.7%) y Gemmatimonadetes (13.1%). El presente trabajo representa a la fecha
la caracterizacion mas completa de la diversidad de microorganismos de la rizosfera del jitomate. Se discute el papel
que especies identificadas en este trabajo, pertenecientes a géneros procariotas (Bacillus y Paenibacillus) y eucariotas
(Alternaria), pudieran desempefiar en la rizosfera del jitomate y en el control bioldgico de fitopatogénos en esta especie.
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Abstract. Rhizosphere microorganism diversity associated to different plant species in Mexican soils has been
understudied. Most of those studies have been done using conventional microbiological techniques, which present
an important limitation due to their incapacity to detect unculturable microorganisms, which represent 95-99% of
the total microorganisms in soils. The present work employs ribosomal DNA (rDNA) sequencing to overcome this
limitation and to improve exploration of the diversity of culturable and non-culturable microorganisms associated
to tomato (Solanum lycopersicum L.) in an agroecosystem from Sinaloa. Genomic DNA from rhizospheric soil was
extracted and a hypervariable region on the rDNA was amplified using universal oligonucletides directed to amplify
prokaryotic and eukaryotic IDNA. Sequence analysis of 194 and 384 rDNA clones of prokaryotic and eukaryotic origin
respectively showed that for eukaryotes, the most abundant phylum was Ascomycota (59%), followed by Chlorophyta
(21%) and Basidiomycota (12%), while for Prokaryotes, the phylum Firmicutes (45%) was the most abundant
followed by Proteobacteria (14.7%) and Gemmatimonadetes (13.1%). This contribution represents the most complete
characterization of the microorganism diversity associated to tomato rhizosphere. The work discusses the role that
species belonging to genera from prokaryotic (Bacillus and Paenibacillus) or eukaryotic origin (Alternaria) identified
on this work, could play in the rhizosphere of tomato and the biological control of phytopathogens in this species.

Key words: rhizosphere, ITS, ribosomal DNA, cultivated tomato.

Introduccién cionamiento de los mismos. Muchos microorganismos en
los diferentes ecosistemas no pueden cultivarse, y se cal-

En los ecosistemas agrondmicos, los microorganismos  cula que representan el mayor porcentaje de los organismos
que habitan los suelos son elementos importantes en el fun-  presentes (99%) (Handelsman, 2004). Este hecho representa
una gran limitacion en el estudio de la diversidad bioldgica
de la rizosfera. Sin embargo, los recientes avances en los
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los mecanismos de interaccion entre las plantas y los micro-
organismos presentes en la rizosfera, asi como entender
el papel de los microorganismos en procesos edaficos y
ecoldgicos importantes en el suelo (Sessitsch et al., 2001;
Rajendhran y Gunasekaran, 2008; van Elsas et al., 2008;
Mendes et al., 2011 ), tales como la participacion de taxones
especificos en la supresion de enfermedades (Mendes et al.,
2011), o bien, el efecto sistémico en plantas inoculadas con
hongos micorrizicos arbusculares contra patdogenos de la
parte aérea (Liu et al., 2007). Mediante la técnica de reaso-
ciacion del ADN, Torsvik et al. (1990) demostraron la gran
diversidad genética bacteriana presente en un suelo forestal,
identificando cerca de 4 000 genomas bacterianos; mientras
que el numero de bacterias aisladas en cultivo a partir de la
misma muestra fue 200 veces menor.

Elmonitoreo de ADN ribosomal (ADNr) es otra técnica
que se utiliza con estos fines; se basa en la amplificacion
por la reaccion en cadena de la polimerasa (o PCR, por sus
siglas en inglés) de una region hipervariable del ADNry la
secuenciacion de un gran numero de clonas representando
diferentes organismos cada una. Esta técnica permite el
estudio de organismos que pueden o no cultivarse en el
laboratorio, lo que ha revolucionado la manera de estudiar
hoy en dia estos grupos de microorganismos (revisado en
Maldonado-Mendoza et al., 2009). Al obtener cientos de
secuencias de ADNr y combinarse éste con un analisis
de diversidad, como el del uso de curvas de rarefaccion,
puede obtenerse informacion acerca de la complejidad de
la microbiota del suelo. Los analisis de rarefaccion basa-
dos en unidades taxondmicas operativas (OTUs, por sus
siglas del inglés operational taxonomic units) permiten
estimar si el numero de secuencias obtenidas representa
una fraccion significativa de las muestras, asi como rea-
lizar comparaciones de la diversidad entre muestras de
diferente tamano (Acinas, 2007).

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) representa el
cultivo horticola con mayor importancia econémica en el
estado de Sinaloa (SIAP, 2009). Sin embargo, esta especie
se produce en agroecosistemas totalmente alterados por el
monocultivo y manejo intensivo. Recientemente, Kim et al.
(2006) estudiaron la diversidad procaridtica en la rizosfera
de jitomate mediante la exploraciéon de la region 16S del
ADN ribosomal, e identificaron los phyla Proteobacteria
(a-, B-, y- vy 8-) y Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB) como los mayoritarios. En otro estudio, Wu et al.
(2008) combinaron diferentes estrategias, tales como
PCR de longitud heterogénea y la secuenciacion de 30
amplificaciones del gen 16S del ADNr, identificando con
secuencias en las bases de datos 8 de éstos con homolo-
gia en los niveles de género y especie: Bacillus sp., B.
megaterium, Chelatococcus sp., Luteibacter rhizovicina,
Nitrospira sp., Nordella ologomobilis y Xanthomonas sp.
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En el presente trabajo, utilizando una estrategia similar
a la de Wu et al. (2008), se obtuvieron y clonaron 194 y
384 fragmentos de PCR de origen procariético y eucario-
tico, respectivamente, a partir de ADN gendémico extraido
de suelo rizosférico de jitomate cultivado en el valle de
Guasave. Mediante esta estrategia es factible obtener una
panoramica mas representativa de los microorganismos
independientemente de su capacidad para crecer en medios
de cultivo (Rappe y Giovannoni, 2003). El objetivo del
trabajo es conocer la diversidad de la microbiota asociada
a la rizosfera del jitomate en cultivo. Este estudio es a la
fecha el mas completo sobre la diversidad de la microbiota
asociada a la rizosfera de jitomate en cultivo. Los hallaz-
gos en cuanto a la abundancia de microorganismos, tanto
procariotas como eucariotas, con potencial en el control
biologico de enfermedades de cultivos agricolas se discu-
ten con detalle.

Materiales y métodos

Sitio de estudio. Las muestras de suelo fueron tomadas el
dia 22 de marzo del 2006 de un lote comercial de jitomate
variedad Gabriela sembrado el 20 de octubre del 2005,
cuyo cultivo estaba en la etapa de inicio de la senescen-
cia. El método de irrigacion utilizado en el cultivo fue
por goteo. El lote pertenece a Agricola del Rancho S.A.
de C.V,, ubicada en el Campo Diaz en Guasave, Sinaloa,
México. El muestreo se realizé trazando un cuadrante (20
x 20 m) tomando 5 muestras equidistantes. La distancia
entre cada punto de muestreo fue de 5 surcos de siembra
(1.8 m de distancia entre cada surco).

Se tomaron columnas de suelo de aproximadamente
50 cm de profundidad y 10 cm de didmetro con un
nucleador de acero inoxidable, lo més cerca posible del
tallo principal de la planta de jitomate. El suelo rizosfé-
rico bien adherido a la raiz se recogio y se dejo secar a
temperatura ambiente por una semana.
Analisis de suelo. Se tom6 con el nucleador una submues-
tra del homogenizado (100 g), conteniendo tanto suelo
rizosférico como suelo muestreado y se entregd al labo-
ratorio de Nutricion Vegetal del CIIDIR-IPN, Unidad
Sinaloa, para el analisis de los pardmetros fisicos y qui-
micos del suelo, tales como nitrogeno, fosforo y potasio
(NPK) y otros nutrientes, como calcio (Ca?"), magnesio
(Mg?"), pH, conductividad eléctrica y materia organica
disponible (MOD).
Extraccion del ADN directamente del suelo. Una vez
secas, de cada una de las 5 muestras de suelo se tomd 1 g
y se homogenizaron para constituir una muestra integrada
(O’Brien et al., 2005). Se tomaron 2 alicuotas de 0.25 g
cada una y se procedid a aislar el ADN de las muestras
(siguiendo las indicaciones del proveedor) con el Power



714

Soil DNA isolation kit de la compafiia MoBio (Cat. No.
12888-50; Carlsbold, CA, USA). Se tomaron 10 ng del
ADN eluido y se combiné con la mezcla de reaccion para
PCR que contenia H,O destilada estéril, 0.5 uM de cada
uno de los oligonucleotidos, 1 x de buffer para PCR, 1
mM de MgCl,; 500 uM de cada uno de los dNTPs y 0.5
U de Taq ADN polimerasa en un volumen final de 30 pL
(Cat. No. 10966-030. Lot. TPKB1d, Invitrogen, EUA).
Amplificacion por la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Para amplificar las secuencias
internas transcritas (ITS) eucariotas se emplearon los oli-
gonucledtidos ITS1 (5> TCCGTAGGTGAACCTGCGG
3’) e ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White
et al., 1990) para obtener un producto de aproximada-
mente 600 pb. Estos oligonucledtidos amplifican las
regiones hipervariables its/ e its2 del ADN ribosomal.
Las condiciones del programa fueron las siguientes: des-
naturalizacion 4 min a 95° C, 1 min a 95° C, anillamiento
1 min a 60° C, elongacién 2 min a 72° C, por 29 ciclos
y un paso final de 5 min a 72° C. La amplificacion se
llevé a cabo en un termociclador MyCycler de BioRad
(Cat. No. 580BR-2592, CA, EUA). Para el caso de los
procariotas los oligonucleétidos seleccionados fueron: 1
(5’CTCTGTGTGCCTAGGTATCC 3’) y Ul (5 CCAG-
CAGCCGCGGTAATACG 3’) (Lu et al., 2000; Boyer et
al., 2001) los cuales amplifican una region parcial de la
subunidad 16S, la regién ISR y parte de la region 23S
del ADNr. Las condiciones del programa de PCR para
amplificar el ADNr de procariotas fueron: 4 min a 95° C,
1 min a 95° C, anillamiento 1 min a 55° C, elongacion 2
min a 72° C, por 29 ciclos y un paso final de elongacion
de 5 min a 72° C. Los productos de PCR fueron clonados
en el vector de clonacion pGEM-T Easy Vector System
(Promega, Cat. No. 157348, EUA), 194 y 384 clonas de
origen procariotico y eucariotico respectivamente fueron
recogidas y su ADN plasmidico purificado y enviado a
secuenciar a LANGEBIO (IPN. CINVESTAV-Irapuato).
La secuenciacion se llevo a cabo unidireccionalmente y
debido al empleo del primer T7 del vector se obtuvie-
ron clonas en ambas direcciones, lo cual se debe a que
cuando el producto de la amplificacion del ADNr se liga
dentro del vector, la posibilidad de ligarse en cualquier
direccion es aproximadamente del 50%. Para el analisis
de las secuencias se emplearon todas las registradas en
el Genbank sin importar su direccionalidad, y para los
analisis filogenéticos se emplearon secuencias dentro de
las registradas al Genbank en la misma direccion.
Analisis de las secuencias. Los electroferogramas obteni-
dos, asi como las secuencias resultantes fueron filtrados
por calidad y vector, utilizando los algoritmos Phred y
Cross-match (Ewing y Green, 1998a, 1998b). De las
secuencias de alta calidad resultantes, so6lo fueron selec-
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cionadas para su posterior analisis aquellas con al menos
200 nucleotidos de longitud. Posteriormente, las secuen-
cias obtenidas se analizaron y alinearon para descartar la
posible formacion de secuencias quiméricas con la base
de datos prealineada Silva Database (http://www.mothur.
org/wiki/Silva_reference _files), la cual se usé como refe-
rencia, y el andlisis se realizé en el programa Chimera
Slayer del Broad Institute (Hass et al., 2011). Para con-
firmar la ausencia de quimeras, las secuencias obtenidas
también fueron comparadas con la base de datos publica
del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(NCBI) empleando el programa BLAST-N y el algoritmo
megablast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Wheeler et
al., 2000), descartandose las que tuvieran /it significativo
en mas de un organismo dentro de la misma secuencia.
Para la anotacion de las secuencias e identificacion de los
organismos respectivos también se utilizé el programa
BLAST-N. Como referencia se tomo la base de datos no-
redundante y la anotacién se heredd para el mejor Ait,
al menos con 95% de homologia y 90% de la longitud
total de la secuencia de nucleotidos. Las secuencias se
sometieron como lote al Genbank y estan registradas con
los niimeros IN590759-JN590909, IN607166-IN607208
(clonas procariotas) y JN660401-JN660590, IN660592-
IN660754, IN660762-IN660792 (clonas eucariotas).

Analisis filogenético. El andlisis filogenético de las
secuencias se realizd con el software MEGA 5 Beta
(Tamura et al., 2011). Las secuencias se alinearon usando
el software de alineamiento de secuencias multiple
MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en MEGA 5. Los
arboles filogenéticos se construyeron con el método de
neighbor-joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) y el modelo
de sustitucion de Tamura-Nei. La tasa de variacion fue
modelada por una distribucién gamma, con 4 categorias.
Los gaps se trataron con la opcion pairwise deletion
en MEGA. La solidez de la topologia de NJ se evalud
mediante la prueba de bootstrap, usando 1000 réplicas.
Para generar el arbol filogenético de los procariotas, se
emplearon 14 de las 194 secuencias enviadas al Genbank,
nimero que resulté después de eliminar las secuencias
de organismos no cultivables no identificados taxono-
micamente y considerar sélo secuencias orientadas en
la direccion 16S>23S. Se selecciond solo 1 secuencia
representativa para incluir una cobertura total de los
diferentes grupos y ademas se incluyeron 11 secuencias
previamente registradas en el Ribosomal Database Pro-
ject (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) y NCBI
para mostrar que las secuencias obtenidas en el presente
trabajo son homologas a secuencias de organismos ya
caracterizados. Los fragmentos de las secuencias utiliza-
das fueron de 284-782 nt. Para eucariotas se emplearon
56 secuencias del gen 5.8S ADNr incluyendo solamente
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una secuencia representativa de cada grupo taxonéomico
identificado en el andlisis. A diferencia del arbol de proca-
riotas, para este arbol solamente se utilizaron secuencias
obtenidas en el presente trabajo.

Andalisis de rarefaccion. Los analisis de rarefaccion basa-
dos en OTUs, para estimar si el niimero de secuencias
obtenidas representa una fraccion significativa de las mues-
tras totales, se realizaron empleando unicamente aquellas
secuencias que pasaron diferentes criterios de calidad,
como las mayores a 200 nucleodtidos, las no quiméricas
y orientadas en la misma direcciéon (16S = 23S rARN
para procariotas o 18S = 28S rARN para eucariotas). Las
secuencias se alinearon con el programa Clustal-W (Hig-
gins et al., 1994). La matriz de distancia se calculd con
el programa Dnadist de Phylip version 3.69 (Felsenstein,
2009), usando el modelo de sustitucion Jukes-Cantor. Las
secuencias se agruparon en OTUs con el programa Clus-
ter, usando el algoritmo average neighbor; el analisis de
rarefaccion se realizdé con el programa Mothur version
1.20.1 disponible en http://www.mothur.org (Schloss et al.,
2009). Se analizaron 149 secuencias de origen procariota
en direccion 16S - 23S, ya que se descartaron algunas de
las 194 secuencias enviadas al Genbank que estaban en la
orientacion 23S = 168, y para el analisis con secuencias
de origen eucariota se analizaron 362; estos nimeros resul-
taron de eliminar algunas secuencias de origen vegetal.

Resultados

Andalisis de suelos. De acuerdo con el tridngulo de textura
aprobado por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de América, la del suelo muestreado es franco-limo-
arcillosa (% arena/arcilla/limo 17.45/37.55/45). El suelo
mostr6 acidez moderada (5.88 + 0.56), con una conductivi-
dad eléctrica de baja a media (1.41 = 1 mS/cm), contenido
bajo de materia organica (1.37 + 0.1%) y de N (10 £ 5.55
mg/kg), concentracion media de Ca?* y Mg?* (8.56 £2.9 y
1.84 + 0.9 Cmol/kg, respectivamente) y elevada de K™ (3.18
+ 0.3 Cmol/kg) y de fosforo (56.2 + 10 mg/kg).

Biblioteca de origen procariotico. El analisis de las 194
secuencias registradas en el Genbank encontrd que 72
clonas tuvieron homologia con organismos procariotas
no cultivables sin clasificar [bacteria no cultivable (48),
Bacteroidetes no cultivable (2), candidata a bacteria no
cultivable (1), bacteria de crater de un lago no cultivable
(1), Firmicutes no cultivable (2), organismo no cultivable
(3), bacteria del suelo no cultivable (13) y las secuencias
de un eucariota que fue clasificado como diatomea no
cultivable (2)] y se encontraron 122 organismos que si
tuvieron homologia con secuencias previamente publi-
cadas y por consiguiente éstas fueron empleadas para el
estudio taxonomico.
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En el andlisis de diversidad de estas 122 clonas se
encontrd que pertenecen a 8 diferentes phyla, dentro de
los cuales se encontraron 9 diferentes clases, 2 subclases,
10 ordenes, 3 subordenes, 14 familias, 20 géneros y un
total de 30 especies (Cuadro 1). El orden de abundancia de
los phyla encontrados en esta biblioteca fue el siguiente:
Firmicutes (55 clonas, 45%), Proteobacteria (18 clonas,
15%), Gemmatimonadetes (16 clonas, 13%), Actinobac-
teria (13 clonas, 11%), Acidobacteria (12 clonas, 10%),
Cianobacteria (5 clonas, 4%), Chloroflexi (2 clonas, 1.6%)
y Bacteroidetes (1 clonas, 1%) (Fig. 1). Los géneros mas
abundantes en esta biblioteca fueron: Paenibacillus con
32 clonas, Acidobacteria con 12 clonas, Bacillus con 13
clonas y Patulibacter con § clonas (Fig. 2).

La abundancia de las especies (OTUs) de esta biblioteca
mostrd 5 que fueron las mas representadas: Gemmatimo-
nadales no cultivables con 16 clonas (13%), Paenibacillus
sp. con 12 clonas (9.8%), Acidobacteria no cultivable con
10 clonas (8%), Patulibacter minatonensis con 8 clonas
(6.5%) y los organismos P. chondroitinus, P. popilliae y
Delta Proteobacterium no cultivable con 7 clonas cada una
(Cuadro 1).

Para conocer la relacion filogenética existente entre
cada una de las clonas de origen procaridtico identifica-
das, se realiz6 un estudio filogenético de la region 16S del
ADNTr en el cual so6lo se incluy6é una secuencia por cada
especie identificada (Fig. 3). En el arbol filogenético se
incluyeron secuencias propias de este trabajo y algunas de
referencias tomadas del Genbank y del RDP para cubrir
cada uno de los grupos taxondémicos representados en el
analisis filogenético. La inclusion de secuencias de refe-
rencia en el analisis filogenético permite corroborar la
identidad de las clonas y organizarlas en clusters o grupos
correspondientes al phylum al que pertenecen (p. ej., Cia-
nobacteria, Actinobacteria) tal como se muestra en el arbol
filogenético (Fig.3). Inicialmente se distinguen 2 ramas;
la primera representada por el phylum Gemmatimonade-
tes y la segunda por los phyla Chlorofiexi, Cianobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. El phylum
Firmicutes se desprende de la segunda rama y forma un
cluster independiente conformado por las especies Pae-
nibacillus fujiensis, Enteroccocus avium, Bacillus sp. y
Bacillus sp. no cultivable, dejando a los representantes
del género Brevibacillus agrupados en otro cluster den-
tro de la rama conformada por el resto de los phyla. El
phylum Proteobacteria se agrupa en una rama que incluye
miembros del phylum Actinobacteria, formando éstos una
subrama que incluye miembros de Proteobacteria: Anae-
romyxobacter dehalogenans, Myxococcales no cultivable
y Delta proteobacteria, filogenéticamente mas cercanas a
la rama del phylum Actinobacteria, conformada por Myco-
bacterium gordonae y Patulibacter minatonensis, que a
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Figura 1. Abundancia de los phyla de origen procariota en la
rizosfera de jitomate. Grafica de pastel mostrando el porcentaje
de las clonas de los phyla identificados a partir de un monitoreo
de ADN ribosomal.
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Sphingosinicella, la cual se agrupa con esta rama del arbol.
El phylum que se separ6 de la rama del arbol conformada
por los 5 phyla diferentes, antes mencionados, fue el de
Gemmatimonadetes.

Biblioteca de origen eucariotico. De un total de 384 clonas
de esta biblioteca que se enviaron a secuenciar, 53 mostra-
ron homologia de organismos que no podian clasificarse
[Agaricaceae no cultivable (1), hongo micorrizico arbuscu-
lar (HMA) no cultivable (1), hongo no cultivable (5), hongo
del suelo no cultivable (26), endéfito fingico (15), hongo
sp. (5)] y 21 clonas que aunque de origen eucariota no se
consideraron ya que eran de origen vegetal y mostraron
homologia con la solanacea Lycium ruthenicum y 1 clona
de la briofita Plagiomnium medium, por lo que se realizd
el analisis de las 309 clonas restantes, las cuales presenta-
ban homologia a organismos conocidos y registrados en
el NCBI. Se identificaron en total 9 phyla, 4 subphyla, 13
clases, 10 subclases, 23 ordenes, 26 familias, 45 géneros
y 71 especies (Cuadro 2). El orden de abundancia de los
phyla encontrados en esta biblioteca fue: Ascomycota con
183 clonas (59%), Chlorophyta con 63 clonas (21%), Basi-
diomycota con 38 clonas (12%), Nematoda con 11 clonas
(4%), Streptophyta con 4 clonas (1%), Ciliophora con 4 clo-
nas (1%), Zygomicota con 3 clonas (1%), Chytridiomycota
con 2 clonas (0.6%) y Glomeromycota con 1 clona (0.3%)
(Fig. 4). Los géneros mas abundantes de esta biblioteca fue-
ron: Alternaria con 62 clonas, Scenedesmus con 59 clonas,
Emmonsia con 30 clonas, Cladosporium y Acremonium con
27 y 11 clonas de manera respectiva (Fig.5).
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Figura 2. Abundancia de grupos taxondmicos en el nivel de género encontrados en la biblioteca de origen procariota a partir de pro-
ductos de PCR amplificados con oligonucleétidos Ul-1. Eje X, grupos taxonomicos en el nivel de género, encontrados con mas de 1
clona; otros, géneros encontrados con solo 1 clona (Cuadro 1). Eje Y, total de clonas de cada grupo taxonémico en el nivel de género.
*Fitoplasma, fitoplasma de la cafa de aztcar (sugarcane grassy shoot phytoplasma).
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Nostoc sp. AB187507
100%
Nostoc sp.
100%

Anabaena sp. no cultivable EU402397
53.2%

Cianobacteria sp. no cultivable JF733406
—| 100%
99.6%

Diatomea no cultivable

Oscillatoria sp. AF317508
*{78.7%

Oscillatoria sp.

51.2%
Brevibacillus sp. DQ207364
100%
Brevibacillus sp.
79%

| Chloroflexi no cultivable DQ269111
94.8%
Chloroflexi no cultivable
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Cianobacteria

}Firmicutes

}Chloroflexi

67.6%

—i_— Mycobacterium gordonae
90.3%

Sphingosinicella microcystinivorans } Proteobacteria

76.7% 100%

}Actinobacteria

Patulibacter minatonensis

Myxococcales no cultivable

j,L Anaeromyxobacter dehalogenans

Proteobacteria

Paenibacillus fujiensis AB092351
0y
683 /oEnterococcus avium AJ301825
E 59.3%
Bacillus sp. AY553066
96.6%
Bacillus sp.
56.5%
{ Bacillus sp. DQ223134

79.5%
Bacillus sp. No cultivable

4'76.7%

Gemmatimonadetes no cultivable

Delta proteobacteria no cultivable

Firmicutes

}Gemmatimonadetes

0.2

Gemmatimonas aurantiaca

Figura 3. Arbol filogenético neighbor-joining construido a partir de secuencias parciales del gen 16S del ADNr de 15 clonas proca-
riotas y 10 secuencias de referencia (se muestra el nimero de acceso) obtenidas del NCBI y del RDP. Escala: tasa de sustitucion de
nucledtidos por sitio. So6lo se muestran los valores de bootstrap >50 como porcentajes.

Las 5 especies mas abundantes fueron las siguientes:
Scenedesmus sp. (Chlorophyta) con 52 clonas (15%),
Emmonsia parva (Ascomycota) con 29 clonas (9%),
Alternaria alternata (Ascomycota) con 21 clonas (6.7%),
Cladosporium oxysporum (Ascomycota) con 17 clonas
(5.5%) y Alternaria tenuissima (Ascomycota) con 12 clo-
nas (3.8%) (Cuadro 2).

Para conocer la relacion filogenética existente entre
las clonas de origen eucariota se elabord un arbol filo-
genético de la region 5.8S del ADNr, lo cual permitid
hacer un analisis completo de los diferentes grupos
taxonomicos identificados (Fig. 6). El arbol filogenético
resultante muestra la ubicacion de las diferentes especies

pertenecientes a la misma clase o phylum en ramas cer-
canas. En el arbol se ubico una primera rama que incluye
representantes de los phyla Chlorophyta, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Zygomycota y Streptophyta. Esta rama
se ubica cercanamente a los grupos de origen animal
Ciliophora y Nematoda, éste ultimo ramificando con un
miembro de las Chlorophytas (un alga verde filamentosa
del género Oedogonium). Dentro de esta rama formando
un agrupamiento cercano se encuentran miembros de los
phyla Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota,
Chlorophyta y un representante del grupo Basidiomycota.

Un segundo grupo de ramas incluye miembros de
diferentes clases pertenecientes al phylum Ascomycota,
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Ciliophora.
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Figura 4. Abundancia de los phyla de origen eucariota en rizos-
fera de jitomate. Grafica de pastel mostrando el porcentaje de las
clonas de los phyla identificados. Nota. Para este analisis no se
incluyeron las clonas con homologia a plantas y a organismos
que no se pudieron clasificar.

y dentro de este subgrupo se localiza una subrama de
la clase Dothideomycetes agrupado con miembros del
phylum Basidiomycota. Esta rama del arbol a su vez se
agrupa con un miembro del phylum Zygomicota, Absidia
corymbifera. Este grupo de miembros de estos 3 phyla,
Ascomycota, Zygomycota y Basidiomycota, a su vez es el
que se encuentra mas cercano filogenéticamente a la rama
mas divergente del arbol conformada por miembros de los
phyla Glomeromycota y Chlorophyta.

La curva de rarefaccion se calculd para OTUs de
secuencias Unicas y con diferencias del 3%, 6% y 10%
(Fig.7A). Para las muestras de procariotas puede obser-
varse que la curva, tanto para secuencias unicas como para
los diferentes niveles de diferencia entre las secuencias,
no alcanza la fase de plateau, incluso a diferencias relati-
vamente grandes del 10%, por lo tanto, los valores no se
vuelven constantes, lo que indica que seria necesario un
mayor nimero de secuencias para un analisis mas com-
pleto de la diversidad del sitio muestreado. En la curva de
rarefaccion para eucariotas, la curva de secuencias Uinicas
se observa casi lineal, mientras que para diferencias de 3%,
6% y 10% se vuelve casi paralela al eje de las X y no se
observa mucha diferencia entre ellas, lo que indica que el
numero de secuencias obtenidas para la muestra de euca-
riotas es representativa de la diversidad de eucariotas de la
rizosfera del jitomate (Fig. 7B).

Cuando se comparan las curvas de rarefaccion para las
muestras de procariotas (149 secuencias) y eucariotas (362
secuencias) para OTUs con un nivel de diferencia de las
secuencias del 10%, se puede observar que la de proca-
riotas es mas elevada que la de eucariotas, lo que indica
que la diversidad de procariotas en la rizosfera de tomate
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Figura 5. Abundancia de grupos taxonomicos en el nivel de
género encontrados en la biblioteca de eucariotas a partir de pro-
ductos de PCR amplificados con los oligonucleotidos ITS1-1TS4.
Eje X, grupos taxondmicos; géneros con mas de 1 clona (Cuadro
2). Eje Y, total de clonas de cada grupo taxondmico en el nivel
de género.

muestreada es mayor que la diversidad esperada de euca-
riotas (Fig. 8).

Discusion

Identificacion de la diversidad de especies de origen
procariota. El grupo mas abundante en la biblioteca de
ADN ribosomal de origen procariota fue el phylum Fir-
micutes, representando el 45% de todos los organismos
secuenciados y analizados. La diversidad mostrada por
este grupo fue también la mas grande entre los phyla de
origen procariota ya que esta representada por 16 diferen-
tes especies siendo los géneros Bacillus v Paenibacillus
los mas abundantes (48 clonas), representando el 39% del
total de las secuencias analizadas (Cuadro 1). De Ange-
lis et al.(2009), al estudiar la dindmica de las poblaciones
bacterianas presentes en las distintas zonas de la raiz y
del suelo, encontraron resultados concordantes con este
trabajo y anotan que uno de los phyla mas dindmicos y
mas representativos es el de los Firmicutes. Mendes et al.
(2011), al estudiar el microbioma de un suelo supresivo
de Rhizoctonia solani, a partir de muestras de rizosfera de
remolacha, y empleando microarreglos (Phylochips) del
16S ADNr encontré que en esta rizosfera los Firmicutes
junto con Proteobacteria son los phyla mas abundantes.
Esto difiere de lo que Kim et al. (2006) encontraron en un
andlisis de rizosfera de jitomate en Michenmyeon, Jinja, en
la provincia de Gyeongsang, Corea del Sur, en el cual los
phyla mas abundantes fueron Proteobacteria (a-, B-, y- y
d-) y Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides. La diferen-
cia de los phyla registrados en ambos trabajos podria verse
influenciada por el elevado porcentaje de materia organica
presente en los suelos estudiados (>2.6%) el cual es mayor
que el de los suelos del presente trabajo (1.37 £+ 0.1%).
Adicionalmente, el hecho de que se analizara un ntimero
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Figura 6. Arbol filogenético neighbor-joining construido a partir del gen 5.8S del ADNr de 56 clonas eucariotas con fragmentos de
103-120 pb. Escala: tasa de sustitucion de nucleotidos por sitio. S6lo se muestran los valores de bootstrap >50 como porcentajes.
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Figura 7. Curva de rarefaccion de las secuencias de procario-
tas (A) y eucariotas (B) de la rizosfera de jitomate. La grafica
muestra la rarefaccion para OTUs de secuencias Unicas y con
diferentes niveles de diferencia (3%, 6% y 10%).

menor de clonas sugiere que por probabilidad éstos sean
los grupos mas abundantes en la rizosfera de esta variedad
de jitomate. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que la
diferencia puede estar influida por diferencias en el tipo
de suelo, condiciones y manejo de los cultivos (Marilley
y Arango, 1999; Papatheodorou et al., 2008), variedades
empleadas, condiciones climatologicas y poblaciones
microbianas endémicas en cada region edafogeografica
estudiada (Chiarini et al., 2005).

Los Firmicutes constituyen un grupo filogenético inte-
resante por su potencial para ser empleados como agentes
de biocontrol en hébitats tan alterados como las tierras de
cultivo agricola en Sinaloa. Algunos miembros de este
phylum, como B. subtilis, B. licheniformis o B. amylolique-
faciens, se han registrado como antagonistas importantes
de fitopatogenos de jitomate, como Botrytis cinerea (Lee
et al 2006; Nagorska et al., 2007), Fusarium oxysporum,
Pythium aphanidermatum (Nagorska et al., 2007) y Rals-
tonia solanacearum (Wei et al., 2011).

El interés de los autores del presente trabajo es aprove-
char el potencial biotecnologico que presentan algunos de
los grupos de microorganismos estudiados como es el caso
especifico de Bacillus, contra enfermedades que afectan los
cultivos de mayor importancia econémica en el estado de
Sinaloa (SIAP, 2011). Actualmente se prueba su potencial
como agentes de biocontrol de microorganismos aislados
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Figura 8. Curva de rarefaccion para procariotas y eucariotas de la
muestras de la rizosfera de jitomate a una distancia de las secuen-
cias del 10%.

de la rizosfera de jitomate y maiz (Cordero-Ramirez et al.,
2012) contra enfermedades de raiz y tallo, como son la
pudricion de la corona de la raiz del jitomate (PCRT), la
marchitez vascular en jitomate y la pudricion de raiz, tallo
y mazorca en maiz. Paralelamente a este trabajo se cre6 un
banco de 705 microorganismos aislados de una muestra
compuesta derivada de rizosfera de jitomate. El 30% de
estos aislados fueron probados in vitro contra Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl), encontrandose
que 27 de éstos, pertenecientes a los phyla Firmicutes y
Proteobacteria, poseen capacidad de inhibicion micelial a
este fitopatogeno (Cordero-Ramirez et al., 2012). Asi como
también se evaluan antagonistas provenientes de rizosfera
de maiz contra la pudricién de raiz, tallo y mazorca en
maiz.

El segundo phylum en importancia fue el de Proteobac-
teria con el 14.7% (18 clonas), representado por miembros
de los grupos a-, d - y y-Proteobacteria, 3 de los 4 grupos
previamente registrados como presentes en la rizosfera de
jitomate (Kim et al., 2006), exceptuando el grupo de las
B-Proteobacterias que no estuvo presente en este trabajo.
Mendes et al. (2011), demostraron que el phylum Proteo-
bacteria es el mas abundante en la rizosfera de remolacha
en un suelo supresivo para R. solani y que miembros del
género Pseudomonas (Validov et al., 2009) desempefian
un papel importante en la supresion.

El tercer phylum en abundancia fue el de Gemmatimo-
nadetes (13%); estas bacterias se detectan frecuentemente
en muestras ambientales de bibliotecas de 16S ARNr y se
han identificado como uno de los 9 phyla mas encontrados
en los suelos, comprendiendo casi el 2% de las comuni-
dades bacterianas (Janssen, 2006). Estos estimados por
secuenciacion masiva (>500 secuencias) se han mantenido
en 0.2 a 6.65% con un promedio de 2.2%. Es interesante
que a pesar del bajo esfuerzo de secuenciacion (122 clonas)
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un 13% de las clonas pertenezcan a este phylum muy por
encima de los estimados en otros suelos. Su importancia
es dificil de entender, dado lo poco que se conoce de este
grupo en particular. A pesar de su frecuencia y persistente
abundancia en suelos, de este phylum sélo se ha aislado
y caracterizado Gemmatimonas auriantica cepa T-27, una
bacteria acumuladora de polifosfato aislada de aguas de
desecho (Zhang et al., 2003). Algunas otras cepas estan
registradas como aisladas pero aun no se han caracterizado.
Su presencia esta ligada a suelos aridos, sugiriendo una
adaptacion de este grupo bacteriano a ambientes de poca
humedad, por lo que un ambiente edafico como el persis-
tente en Sinaloa explicaria su elevada abundancia, misma
que parece no estar relacionada con el manejo del suelo,
ya que en diferentes tipos de suelo, incluyendo agricul-
tura convencional, organica, sucesion temprana y media,
no existen diferencias en su abundancia (DeBruyn et al.,
2011). Con base en la elevada abundancia de este grupo en
la rizosfera del jitomate, el hallazgo de este trabajo resulta
interesante, ya que comparado con otros estudios de suelo
no rizosférico se puede sugerir que la poblacion de estas
bacterias aumenta en la zona rizosférica.

El cuarto phylum en importancia con el 11% de las clo-
nas fue el de Actinobacteria representado por los géneros
Patulibacter y Mycobacterium con 8 y 3 clonas de manera
respectiva. De estos géneros se conoce muy poco acerca
de su funcién en el suelo. Dentro del phylum Actinobac-
teria, se encuentra el género Streptomyces conocido por la
capacidad de sus miembros de producir un amplio espec-
tro de compuestos antifingicos (Bacon et al., 2001). Una
formulacion basada en Streptomyces sp. Di-944 aislada de
rizosfera de tomate demostrod ser tan efectiva como el fun-
gicida comercial benzoato de oxina en invernadero para
el control del damping-off, enfermedad producida por
Rhizoctonia (Sabaratnam y Traquair, 2001); otros aisla-
dos, como Streptomyces spp. DAUFPE 11470 y DAUFPE
14632 son efectivos en el biocontrol e incidencia de la
enfermedad causada por Fusarium moniliforme en maiz
(Bressan et al., 2008). Aun cuando no se identificaron
miembros de este género, resulta atractivo sugerir que este
phyla, representado de manera abundante en la rizosfera
del jitomate, pudiera estar involucrado en el control de
fitopatdgenos de origen fingico en raiz.

El quinto phylum en importancia numérica, que repre-
senta el 10% de las clonas, fue el de Acidobacteria, del cual
se conoce muy poco en cuanto a su funcion en la rizosfera
(Kuske et al., 1997; Ludwig et al., 1997). Probablemente,
la abundancia relativa de este grupo en las muestras de
suelo estudiadas esté relacionada con la condiciéon mode-
radamente 4cida de los mismos (pH 5.8). Los miembros
de este grupo filogenético no habian sido cultivados sino
hasta muy recientemente (Kielak et al., 2009), en parte, por
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nuestro desconocimiento de los requerimientos necesarios
para su cultivo en el laboratorio. Otros estudios donde se
secuenciaron clonas de ARN y ADN ribosomal en suelos
de cultivo muestran que este phylum se encuentra repre-
sentado de manera abundante en la rizosfera (mas del
50% de las clonas) y se sugiere que puede tener un papel
metabolico muy activo y ser importante participe de los
diferentes ciclos biogeoquimicos en el suelo (Lee et al.,
2008).

Identificacion de la diversidad de especies de origen
eucariotico. El phylum Ascomycota fue el mas abundante
(59%) y también el mas diverso con 27 especies registra-
das. Dentro de este phylum se encuentran 2 de los géneros
mejor representados en este estudio, Alternaria y Emmon-
sia con 62 y 30 clonas, respectivamente (Cuadro 2). Las
enfermedades causadas por Alternaria se encuentran entre
las mas comunes de muchos tipos de plantas en todo el
mundo, en el jitomate afecta principalmente las hojas y
los frutos (Agrios, 2005). En el género Alternaria, es
importante el hecho de que la mayoria de sus especies
sean principalmente saprofitas, es decir, no pueden infec-
tar tejido vivo y so6lo se desarrollan sobre tejido vegetal
muerto en proceso de descomposicion, o bien, sobre tejido
viejo o senescente (Agrios, 2005), lo que coincide con
el muestreo de suelo utilizado en este estudio, el cual se
realizd en la etapa de senescencia del cultivo de jitomate;
ademas, esta documentado que dependiendo de la etapa
fenologica de la planta, los metabolitos secretados cam-
bian en su composicion (Bais et al., 2006).

Un factor que sin duda repercute en la diversidad de las
especies de Alternaria'y en todos los grupos filogenéticos
encontrados, sean de origen procaridtico o eucaridtico es
que el campo muestreado fue utilizado para la siembra del
jitomate aproximadamente durante 6 aflos consecutivos,
por lo que las especies detectadas en la rizosfera debieron
de ser producto de una seleccion propia del monocultivo.
Otro patogeno dentro de este phylum de suma importancia
en esta region agricola de Sinaloa, es el de Fusarium, tam-
bién detectado con 2 clonas pertenecientes a Fusarium sp.
y 1 clona perteneciente a Forl, el cual es un patégeno que
en los ultimos aflos ha venido incrementando su incidencia
y para el cual se han estudiado estrategias de biocontrol en
laboratorio, las cuales pudieran ser mas amigables con el
medio ambiente, sin afectar la produccion agricola (datos
no publicados).

Emmonsia, el otro género importante encontrado en
Ascomycota, esta representado por E. crescens y E. parva,
especies que en realidad pertenecen a una sola, actual-
mente denominada Ajellomyces crescens Sigler 1996. El
género Ajellomyces pertenece al orden de los Onygenales.
Estos hongos son los agentes causales de la adiaspiromi-
cosis, principal enfermedad respiratoria en ratones y en
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ocasiones en humanos (Peterson y Sigler, 1998) y esta
cercanamente relacionado con otros patégenos causantes
de dermatitis en animales. Su funcion en la rizosfera no
es clara. Otros géneros miembros de este orden: Chrysos-
porium 'y Eurotium fueron encontrados en este trabajo.
Chrysosporium esta conformado por especies de hongos
saprofiticos degradadores de madera. Si este grupo de
hongos, (4 clonas, 1.3%) tienen un papel similar, es algo
que aun necesita elucidarse. En este phylum se encuentran
también miembros del género Cladosporium al cual repre-
sentan 2 especies identificadas como C. cladosporoides y
C. oxysporum con 6'y 17 clonas de manera respectiva. Cla-
dosporium esuno de los hongos imperfectos mas comunes,
que producen principalmente sintomas foliares en una
amplia variedad de plantas hospederas, como el jitomate.
Una de estas enfermedades es la de la mancha foliar del
jitomate producida por C. fulvum (Agrios, 2005). Algunos
miembros de este género se comportan como enddfitos que
producen acido giberélico (Hamayun et al., 2009, Khan et
al., 2008). En un aislado denominado Cladosporium sp.
MH-6 se ha demostrado que posee la capacidad de produ-
cir acido giberélico y actuar como un hongo promotor del
crecimiento vegetal (Hamayun et al., 2010)

El segundo phylum eucariota de importancia en cuanto
a abundancia, representando el 21% de las clonas, y el
tercero en cuanto a diversidad fue el Chlorophyta, repre-
sentado por 62 clonas y 6 distintas especies. Este phylum
estad representado por 3 especies de algas pertenecientes al
género Scenedesmus: Scenedesmus sp. con 52 clonas, S.
naegelii con 6 clonas, y S. obliquus, y por otras especies
como Dunaliella sp , Oedogonium tenerum, Pseudochlore-
lla pyrenoidosa 'y Chlorosarcinopsis, cada una con 1 clona.
El alto numero de clonas pertenecientes a este phylum
representa un hallazgo interesante, pues generalmente las
poblaciones de algas son menores que las de bacterias y
hongos en los suelos (Pelczar, 1998). El elevado ntimero
de clonas del phylum Chlorophyta presentes en la biblio-
teca pudiera deberse a diversos factores: la proliferacion de
estos organismos en la superficie del suelo, el sistema de
riego por goteo, asegurando una alta humedad en el suelo,
lo cual, aunado a la alta irradiacion solar de la region,
pudo haber favorecido el crecimiento de estas poblacio-
nes. El ambiente rizosférico es particularmente himedo en
cultivos de jitomate con irrigacion por goteo. Este hecho
aunado al gran numero de algas y bacterias que es comun
encontrar en los emisores de los sistemas de irrigacion por
goteo, (Adin y Sacks, 1991; Dehghanisanij et al., 2004)
pudiera explicar por qué se encuentra una elevada propor-
cion de clonas pertenecientes a este grupo en particular. La
naturaleza fotosintética de los miembros de este phylum
influye para que predominen en la superficie del suelo o
justamente debajo de la capa superficial, que fue la zona
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donde se tom6 la muestra. En un suelo pobre en materia
organica, la acumulacién, crecimiento y actividad metabo-
lica de las algas y bacterias iniciales facilitan el desarrollo
de otras bacterias y hongos, y juegan un papel clave en
las interacciones microrganismo-microrganismo que se
requieren para transformar rocas a tierra (Pelczar, 1998).
En suelos perturbados como lo son los de las zonas de cul-
tivos y con niveles bajos de materia organica es posible
que las algas desempefien un papel ecoldgico importante
en el establecimiento de otras poblaciones de microorga-
nismos, favoreciendo finalmente el desarrollo vegetal.

El tercer phylum de importancia en cuanto a abun-
dancia (12%) y segundo en cuanto a diversidad fue
Basidiomycota con 14 diferentes especies distribuidas en
38 clonas. Dentro de este phylum se encontré una posi-
ble ectomicorriza como el representante mas abundante
(basidiomiceto micorrizico) con 11 clonas. Las ectomi-
corrizas forman asociaciones simbidticas importantes
en ecosistemas boscosos (Frey-Klett et al., 2005) prin-
cipalmente con arboles de importancia maderable. Su
presencia en la rizosfera de jitomate pudiera sugerir una
posible asociaciéon con jitomate, la cual, aun cuando no
estd documentada, pudiera presentarse en sistemas agro-
némicos de monocultivo donde estos hongos no tuvieran
mas posibilidad de interaccion que con la Unica especie
vegetal presente, o bien, pudiera ser que su presencia
sea artificial, pues para el cultivo de jitomate se utilizan
estacones (tallos de otras especies vegetales empleadas
para mantener erguida la planta), los cuales provienen de
zonas serranas donde atin se puede encontrar vegetacion
nativa de tipo selva baja caducifolia. El organismo pudiera
encontrarse como parte de la microbiota nativa que ha
quedado en el suelo sobreviviendo saprofiticamente en
los estacones. Las ectomicorrizas son importantes ya que
permiten reclutar grupos de bacterias benéficas como las
bacterias auxiliares de las micorrizas, las cuales estimulan
el crecimiento micelial de estos hongos (Garbaye, 1994),
esto incrementa la abundancia de microorganismos en el
ambiente rizosférico favoreciendo el metabolismo de las
comunidades microbianas en general. El espacio de suelo
afectado por las hifas de estos hongos se conoce como la
micosfera (Linderman, 1994), como analogia del término
rizosfera. Un gran numero de bacterias y hongos pueden
estar asociados con las estructuras formadas por hongos
ectomicorrizicos (Bedini et al., 1999; Frey-Klett et al.,
2005) asi como de hongos micorrizicos arbusculares (Budi
et al., 1999), que también se detectaron en este trabajo.

El estudio de las comunidades microbianas en suelo
es un tema poco estudiado en México (Souza et al., 2006;
Marquez-Santacruz et al., 2010), por lo que desconocemos
mucho de la diversidad y abundancia de las comunidades
fingicas y bacterianas presentes en nuestros suelos. Este
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estudio representa en México, el primer reporte de las
comunidades tanto eucariotas como procariotas presen-
tes en la rizosfera de jitomate. Ademas, se propone que
pudiera servir como punto de comparaciéon para contrastar
las poblaciones presentes en rizosferas de otras solanaceas
de interés comercial o con caracteristicas similares a las
de este estudio. En la actualidad, los datos aqui obtenidos
se comparan con los de una solandcea (Datura stramo-
nium, L.) presente en la tnica zona relictual que conserva
la vegetacion endémica de la region (selva baja caduci-
folia), para entender los cambios sufridos, no s6lo por
diferentes especies de solanéceas, sino en la diversidad de
las comunidades fungicas y bacterianas, comparando las
poblaciones en suelos conservados con las de los que han
sido severamente afectados por la agricultura intensiva que
se desarrolla en esta zona del pais (Lopez-Rivera, datos no
publicados). Conocer la distribuciéon de estas comunida-
des y sus miembros permitird elucidar cual es la funcion
de cada grupo dentro de un sistema complejo como la
rizosfera, asi como identificar aquellos que pudieran ser
aprovechados para el desarrollo de nuevas estrategias de
produccién y control bioloégico encaminados a reducir la
dependencia en el uso de los pesticidas (Lugtenberg et al.,
2002; Smith et al., 1999; Mendes et al., 2011).

El estudio de las comunidades microbianas en zonas
agricolas y preservadas es de importancia para el control
de las especies fitopatogenas y para la sustentabilidad en el
uso del suelo. La diversidad y abundancia de hongos fit6-
patégenos del jitomate (Alternaria y Fusarium), asi como
la ausencia de deteccion de otros hongos comunes en el
suelo (Penicillium y Trichoderma) pudiera deberse al tipo
de muestreo empleado en este trabajo, ya que solamente
se considero el suelo fuertemente adherido a la raiz del
jitomate (suelo rizosférico). En esa zona se crean microam-
bientes con base en el tipo de compuestos presentes en los
exudados de las raices, lo que favorece el reclutamiento de
cierto tipo de especies de algunos géneros, como pudiera
ser el caso de Alternaria,y que no sucede en el suelo cir-
cundante a la rizosfera (bulk soil), fraccion del suelo mas
heterogénea, y por consiguiente, que favorece la presencia
de un mayor numero de especies generalistas de hongos y
bacterias.

En nuestro pais, la diversidad de la microbiota del
suelo ha sido estudiada principalmente de manera tradi-
cional. Las técnicas tradicionales evaltan la diversidad
mediante conteos directos en placas, con medios selec-
tivos; sin embargo, a diferencia del trabajo con el ADN,
esas técnicas presentan ciertas dificultades, como son: el
sesgo ocasionado por favorecer solamente el crecimiento
de cierto tipo de bacterias u hongos que se benefician por
las caracteristicas o componentes del medio; la dificultad
que representa el separar las esporas del tejido vegetal; la
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capacidad de algunos microorganismos de formar biopeli-
culas y permanecer fuertemente adheridos a las particulas
de suelo o raiz (Tabacchioni et al., 2000); las condiciones
de crecimiento (tales como temperatura, pH, luz, etc.); la
incapacidad de cultivar un gran niimero de especies de
hongos y bacterias con los medios que se tienen, y la inhi-
bicion de colonia a colonia por difusion en el medio de
metabolitos (Trevors, 1998).

Ademas, con las técnicas de conteo en placa se favo-
rece el conteo de microorganismos de rapido crecimiento,
o bien, el de aquellos que producen una gran cantidad de
esporas (Kirk et al., 2004). Por el contrario, el uso de técni-
cas moleculares, como la utilizada en este trabajo, permite
la deteccion de microorganismos que no son faciles de
cultivar e, incluso, permite detectar grupos que no son cul-
tivables (Buckley y Schmidt, 2003).

En el futuro cercano, el presente estudio servira de
punto de comparacion entre zonas altamente afectadas en
comunidades microbianas (como los suelos de Sinaloa por
efecto de la actividad agricola), con respecto a las de rizos-
feras en zonas preservadas. La perturbacion de un suelo
puede ser medida con base en la abundancia de las pobla-
ciones presentes en éste, ya sea en una escala de tiempo
o por efecto del manejo del mismo suelo (McCaig et al.,
2001; Buckley y Schmidt, 2003). Actualmente, se estudia
la zona de preservacion de poblacion, conocida como la
Uva, del ejido La Cofradia en el municipio de Guasave,
Sinaloa, unica zona relictual que conserva la vegetacion
endémica de la region (selva baja caducifolia). Su riqueza
y diversidad estan siendo estudiadas y preservadas en la
solandcea Datura stramonium, L. Existen esfuerzos para
evitar la creacion de nuevas tierras de cultivo y provocar
la deforestacion por parte de particulares. Ademas, se esta
organizando el ingreso de personas a la zona por medio de
visitas guiadas y de esta manera promover la proteccion y
conservacion de la flora y fauna endémica.

Para determinar la eficiencia del muestreo, se reali-
zaron curvas de rarefaccion (Fig.7). Se encontrd que el
esfuerzo para procariotas (149 secuencias) de la rizosfera
de jitomate no representa toda la diversidad de procariotas
presente en los sitio muestreados. Sin embargo, otros estu-
dios en los que se emplearon bibliotecas de clonas de ADN
ribosomal, microorganismos procariotas en ambientes
naturales, con un numero mayor de secuencias que en este
estudio (con esfuerzos 3 a 5 veces mayores), coinciden
en que en el andlisis de rarefaccidn, la curva no alcanza
una fase de plateau, lo que indica una gran complejidad
de la diversidad de procariotas en ambientes naturales tan
complejos como el suelo, sedimentos y ambientes marinos
(Sogin et al., 2006; Lasher et al., 2009; Peressutti, 2010).
Por otro lado, con la curva de rarefaccion para eucariotas
se pudo determinar que el numero de secuencias obteni-
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das para eucariotas (362) (Fig.8) si es representativo de
la diversidad de eucariotas de la rizosfera de jitomate
muestreada, e indicando, con base en la comparacion de la
diversidad de OTUs obtenida entre las curvas de rarefac-
cion para las 2 muestras en un nivel de diferencia del 10%,
que la diversidad de los eucariotas es menor que la de la
microbiota procariota.

En una zona agricola, como la del norte de Sinaloa,
con un elevado potencial en la produccion de cultivos de
interés comercial, incluyendo el jitomate, resulta impor-
tante conocer la distribucion, abundancia e identidad de
los microorganismos presentes en la rizosfera para tratar
de establecer medidas para su aprovechamiento y manejo
integral en el control de enfermedades y diversos usos
biotecnolégicos.

En conclusion, los métodos moleculares, como los
empleados en este estudio, ofrecen una buena herramienta
en el estudio de la diversidad y abundancia de las comuni-
dades microbianas de la rizosfera del jitomate. El phylum
Ascomycota fue el mas abundante de la biblioteca euca-
riota con el género Alternaria como el mas abundante, esto
pudo ser favorecido por el largo periodo (mas de 10 afios)
durante el cual se ha llevado a cabo la siembra del jitomate
de manera reiterativa en el sitio muestreado. El phylum
Firmicutes fue el mas abundante de la biblioteca procariota
con el género Bacillus el cual tiene la capacidad de produ-
cir endosporas y de esta manera asegura su alta incidencia
en los suelos favorecido por su persistencia en condiciones
adversas, ademas posee una rapida capacidad de creci-
miento en condiciones favorables, lo cual probablemente
le permite establecerse y desplazar efectivamente a miem-
bros de otros géneros.
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