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RESUMEN

En el Perd, las producciones agricolas en la costa estan esencialmente
relacionadas al uso de suelos de zonas aridas mediante sistemas de irrigacion,
como por ejemplo el cultivo de la vid en la Regién Piura. En el presente trabajo, se
analiz6 la composicién microbiana de suelos pristinos y cultivados con vid
mediante la metagendmica dirigida al gen ADNr 16S y cultivo bacteriano. En el
suelo pristino, las bacterias mas abundantes pertenecieron a los géneros Bacillus,
Hymenobacter, Exyguobacterium, segun el enfoque metagendmico; y los géneros
Cronobacter, Bacillus y Bordetella, mediante cultivo. En el suelo cultivado con vid,
los principales géneros identificados fueron: Flavobacterium, Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter y Nocardioides, segun el enfoque metagenomico; y los
géneros Enterobacter, Pseudomonas y Aeromonas, mediante cultivo. La mayoria
de géneros identificados poseen caracteristicas potencialmente benéficas, como:
mineralizadoras; promotores de crecimiento y sanidad vegetal, etc. Los calculos
de diversidad mostraron que la riqueza y diversidad alfa fueron menor en suelo
pristino. Mientras que en los suelos cultivados con vid se identificaron diferentes
poblaciones microbianas en las muestras individuales; entre ellas, se observo que
permanece un grupo de bacterias provenientes de suelos pristinos, siendo estos
microorganismos nativos potencialmente benéficos en suelos bajo manejo

agronomico del cultivo de vid.

Palabras clave: suelo pristino, suelos cultivados, vid, Regién de Piura,

metagendmica, microbiota



ABSTRACT

In Peru, the agricultural production in the coast is related to use of arid areas
through irrigation systems, such as grape cultivation in the region of Piura. In this
research, the microbial composition of pristine and cultivated soils was analyzed
by 16S rDNA gene targeted metagenome and bacterial culture to determine the
changes produced by grapevine agronomic management. In pristine soils, the
most abundant genus were Bacillus, Hymenobacter, Exyguobacterium by
metagenomic approach; and genus Cronobacter, Bacillus and Bordetella by
culture. In cultivated soil with grapevines the principal genus identified were:
Flavobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter and Nocardioides according
to the metagenomic approach; and genera Enterobacter, Pseudomonas and
Aeromonas by culture. Most genera identified have potentially beneficial features
such as: mineralizing soil; plant growth and health promoter, etc. Diversity
calculations showed that the richness and alpha diversity were lower in pristine soil
compared to cultivated soil. While in cultivated soils were identified different
bacterial populations in different samples. In addition, it observed that a group of
bacteria from pristine soils is kept in cultivated soils; some of them are beneficial

native microorganisms to the cultivated soils with grapevine.

Keywords: pristine soils, cultivated soils, grapevine, Piura Region, metagenomics,

microbiota



1.

INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas la costa del Pert ha sufrido la expansion de la
frontera agricola debido a la habilitacion de tierras eriazas mediante el
desarrollo de grandes proyectos de irrigacion, lo que ha permitido el maximo
aprovechamiento de los recursos hidrolégicos y, por ende, el incremento de la
actividad agrondmica del pais. Este proceso concierne al Distrito de Castilla
(Region Piura, Peru), clasificado como una zona natural de bosque seco y que
actualmente es un area prometedora para diversos cultivos de exportacion,

entre ellos la uva de mesa.

La conversion de suelos pristinos en suelos cultivados trae consigo un cambio
en la diversidad, no solo al nivel de animales o plantas, sino también en la
diversidad microbiana. La modificacion de la diversidad microbiana debido al
cambio del uso del suelo no siempre resulta perjudicial, sin embargo, el manejo
agronomico convencional afecta generalmente la diversidad microbiana de los
suelos debido el excesivo uso de fertilizantes quimicos, herbicidas, fungicidas,

etc.

La agricultura actual estda buscando nuevas practicas agricolas sostenibles,
globalmente incluidas en la agricultura nombrada ecoldgica, organica o
biologica, considerando, en particular, agentes microbianos para desarrollar
productos biologicos capaces de mejorar la calidad de los suelos mediante la
produccion de biofertilizantes, fitoestimuladores y biocontroladores de plagas y

patégenos.

Esta nueva gama de productos biolégicos, destinados en particular a la
agricultura ecoldgica, organica o biologica, incluye cepas microbianas exaticas,
mas o menos estudiadas a nivel funcional, caracterizadas molecularmente,
generalmente patentadas y masivamente comercializadas por grandes
compafias internacionales proveedoras del sector agricola. En la practica,
estos productos biologicos son dificilmente evaluables en los campos agricolas
por falta de tecnologias de monitoreo especifico, siendo probable que muchos

microorganismos exoticos comercializados no sean capaces de adaptarse a las
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condiciones locales de cultivo y a las poblaciones microbianas de los suelos

cultivados.

Las tecnologias recientes de caracterizacion global de las microbiotas de
suelos, asi como de la rizosfera y filosfera de las plantas, abren la via, no
Unicamente al seguimiento y monitoreo de los productos bioldgicos comerciales
luego de su aplicacién en los campos agricolas, sino también a la identificacidén
de microorganismos nativos de suelos pristinos potencialmente utilizables para

elaborar productos biol6gicos realmente adaptados a las condiciones locales.

En el presente trabajo se caracterizO molecularmente, mediante técnicas
dependientes e independientes de cultivo microbiano, la microbiota bacteriana
en suelos pristinos y suelos cultivados con vid de la Region de Piura. El
objetivo fue identificar cepas nativas capaces de persistir en suelos cultivados y
ser potencialmente benéficos para el cultivo de la vid, ya sea como

biofertilizantes y/o controladores biolégicos de plagas y patdgenos.



2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA

2.1 Antecedentes

Los suelos son sistemas vivos, heterogéneos y dinAmicos, que incluyen
componentes fisicos, quimicos, biolégicos en interacciones complejas que
promueven un amplio rango de habitats (Vallejo-Quintero 2013); que
encierran una importante microbiota constituida principalmente de hifas
fungicas y células bacterianas pertenecientes a centenas de miles de

especies diferentes (Voroney and Heck 2015).

Berg and Smalla (2009) mencionan lo primordial que son los
microorganismos de la microbiota del suelo, debido a que estan
involucrados diversos de procesos, como: la descomposicion de la materia
organica e inorganica, en los ciclos naturales del nitrégeno, carbono,
fésforo, en la solubilizarian de compuestos minerales, etc.; siendo

beneficiosos para el desarrollo de las plantas nativas como cultivadas.

El estudio de la diversidad microbiana en los suelos se habia desarrollado
en sus inicios mediante técnicas dependientes del cultivo in vitro,
basandose en la caracterizacion morfolégica y bioquimica tanto en
Dominio Bacteria como Archea; sin embargo, mediante el uso de técnicas
moleculares se dio a conocer que soOlo una pequefia fraccion de
organismos podria crecer en medios de cultivos (Torsvik, Segrheim and
Goksgyr 1996; Killham and Prosser 2014).

Las técnicas dependientes de cultivo in vitro usadas para la caracterizacion
de la microbiota de suelos fueron complementadas por técnicas
independientes del cultivo in vitro, entre ellas: tecnologias como FISH
“Fluorescent In Situ Hybridization” basadas en el uso de sondas
oligonucleotidicas especificas a determinado grupo microbiano que
conduce a la deteccién de un mayor nimero de microorganismos (Amann
and Fuchs 2008).
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Posteriormente, se emplearon las tecnologias basadas en la amplificacion
por PCR de los ADNr de los microorganismos bacterianos o flingicos con
separacion de los amplicones por electroforesis en condicidn
desnaturalizante (DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; SSCP:
Single Strand Conformation Polymorphism), las cuales permitieron
progresar en la demostracion de la complejidad microbiana de los suelos
(Muyzer, De Waal and Uitterlinden 1993).

Actualmente, las técnicas de secuenciacion de segunda generacion (Next
Generation Sequencing, NGS) permiten la secuenciacion masiva, en
paralelo y con alto rendimiento de millares de amplicones, que han
convertido a la metagenomica en una herramienta para la caracterizacion
de comunidades microbianas complejas, independientemente del cultivo in

vitro de los microorganismos (Escalante et al. 2014).

Las secuencias son analizadas con herramientas bioinformaticas para
identificar los genes Yy, subsecuentemente, la posicion taxondémica en el
caso de genes de ADNr, siendo el termino OTU “Operational taxonomic
Unit” clasicamente utilizado (Fantini et al. 2015). Las técnicas de NGS mas
comunes son: 454 de Roche (pirosecuenciacion); lon Torrent PGM e

lllumina Sequencing (Bragg and Tyson 2014).

Los estudios de metagendmica de suelos son en su mayoria
metagenomica dirigida considerando ya sea los genes de ADNr, para la
determinacién taxondmica de la composicion de la microbiota, o algunos
genes de interés para la determinacion funcional de la microbiota (Hirsch,
Mauchline and Clark 2010).

La metagendmica ha sido utilizada para el analisis de la microbiota luego
de la conversién de uso de suelos. Algunos investigadores mencionan
posibles procesos de homogeneizacion de las comunidades microbianas
con el paso del tiempo después de la conversién de un ecosistema (Olden
and Poff 2003); e inclusive, se ha mencionado la pérdida de algunas

bacterias nativas (Rodrigues et al. 2013).
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Mendes et al. (2014) mostraron que la microbiota de la rizosfera luego de la
conversion de suelo, correspondid6 a un subgrupo de la comunidad
microbiana del suelo pristino, esto se debié a que los cambios en la
abundancia de taxones tuvieron un impacto en la funcionalidad del suelo,
como en el metabolismo de nitrégeno, fierro, fosforo y potasio, que sirven
para la promocién del crecimiento y nutricion de la planta; que ocasionaron
gue algunas funciones del ecosistema del suelo inicial se mantengan luego

de la conversion.

En suelos cultivados con vid, Vega-Avila et al. (2015) identificaron que en
la rizosfera de vid con manejo agrondmico organico y convencional
abundan los filos: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteriodetes,
Acidobacteria, Cloroflexi, Verrucomicrobia y Planctomycetes en diferentes

proporciones.

Castafieda and Barbosa (2016) analizaron suelos de vifiedos organicos de
Chile, donde observaron que el filo Proteobacteria fue mas abundante,
tanto en suelos pristinos como en aquellos provenientes de vifiedos,
seguido de Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Planctomycetes,

estos sin diferencias significativas en ambos suelos.

Zarraonaindia et al. (2015) demostraron que la diversidad bacteriana fue
mayor en las muestras provenientes del suelo (suelo no influenciado por
raices, rizosfera y raices) que en las muestras provenientes de partes
areas de la vid; asimismo, una buena parte de los microorganismos
provenientes del suelo estaban presentes en diversos organos de la vid

(raiz, hoja, flor y fruto).

Holland et al. (2016) mediante la metagendémica, mostraron una riqueza y
diversidad de la microbiota ligeramente superior en suelos provenientes de
vifiedos (no rizosfera) que en suelos sin manejo agricola (suelos pristinos),
rechazando los conceptos de alteracidon de la diversidad bacteriana de los

suelos por las actividades agricolas.
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Bases tedricos cientificas

Microbioma del suelo

El microbioma del suelo es un hébitat altamente complejo, contiene un

tercio de los organismos vivientes y es el responsable del funcionamiento

de los ecosistemas, debido a que estan involucrados en los ciclos

biogeoquimicos de elementos esenciales, entre ellos el carbdn, oxigeno,

nitrégeno, azufre, fosforo y otros metales (Zhou et al. 2015; Voroney and
Heck 2015; Morris and Blackwood 2015).

Rizosfera

La vida en el suelo se distribuye irregularmente cuya tendencia es
agruparse para formar areas criticas de biodiversidad “hot spots”, entre
ellos: la rizosfera (Jones and Hinsinger 2008; Berg and Smalla 2009

citados por Balestrini et al. 2015).

El término rizosfera fue introducido por primera vez por Hilther (1904)
para describir al volumen de suelo que rodea y esta influenciado por las
partes de tejido radicular, en el cual propiedades fisicas, quimicas y
biologicas han sido cambiadas por el crecimiento y actividad de la raiz
(Pinton, Varanini and Nannipieri 2001; Prashar, Kapoor and Sachdeva
2014).

La rizosfera se extiende a pocos milimetros del area abarcada por la
raiz, donde habitan un aproximado de 10 células microbianas por

gramo de raices (Berendsen et al. 2012). La rizosfera esta dividida en:

a. Endorizosfera: conformada por el tejido radicular incluyendo

endodermis y capas corticales
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b. Rizoplano: es la superficie de la raiz donde particulas del suelo y
microorganismos se adhieren; esta conformado por la epidermis,

corteza y capa de polisacarido mucilaginoso.

c. Ectorizésfera: consiste en el suelo seguidamente adyacente a la
raiz (Clark 1949; Lynch 1987; Pinton, Varanini and Nannipieri 2001;
Prashar, Kapoor and Sachdeva 2014).

Esquematizacion de la rizosfera
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La planta al liberar compuestos de carbono mediante las raices al
ambiente circundante, junto al exudado de Ilas raices y el
desprendimiento de las células proporciona los recursos necesarios

para el desarrollo de diversos microorganismos (Balestrini et al. 2015).

De este modo, la planta y su microbioma se considera como un
“superorganismo” debido a la dependencia de la microflora del suelo
para ciertas funciones y rasgos especificos (Mendes et al. 2011; Van
der Heijden, Bardgett and Van Straalen 2008), actualmente

denominado holobionte (Dessaux, Grandclément and Faure 2016).



18

Entre las investigaciones realizadas en la rizosfera, se tiene como
ejemplo: el estudio de la rizosfera de la remolacha que mediante
metagendmica detectdé mas de 33000 especies de bacterias y arqueas,
entre ellas se identific6 un grupo que se asocia con la supresion de

enfermedades (Mendes et al. 2011).

En los trabajos realizados en el microbioma de la raiz de Arabidopsis,
Bulgarelli et al. (2012) y Lundberg et al. (2012) han demostrado la
relacion del microbioma de la raiz de Arabidopsis y la comunidad
microbiana del suelo. Ellos observaron que la diversidad de la rizosfera
es menor a la diversidad de la comunidad del suelo no cultivado;
sugiriendo que las raices de las plantas, de manera directa o indirecta,
seleccionan organismos especificos para la interaccion con la el

sistema radicular.

Adicionalmente, diversos trabajos han demostrado que una abundante
diversidad microbiana del suelo incrementa la resistencia a plagas (Mendes
et al. 2015; Balestrini et al. 2015); la capacidad de recuperacion del
proceso microbiano (Girvan et al. 2005 citado por Mendes et al. 2015); e
incluso, se ha confirmado que el microbioma del suelo impacta en la

composicion del metaboloma de la hoja (Badri et al. 2013).

Caracterizacion del microbioma

Los diversos enfoques moleculares basados en la secuenciacion y analisis
filogenéticos de los genes ADNr 16S nos han permitido detectar y
caracterizar la gran diversidad de los microorganismos del suelo (Thies
2015; Zhou et al. 2015). Sin embargo, en recuentos directos de las
bacterias del suelo se suele obtener de una mayor cantidad de
microorganismos que los identificados molecularmente mediante técnicas
dependientes de cultivo (Thies 2015).

Considerando que soélo se identifica alrededor del 1% de la diversidad

microbiana mediante cultivo in vitro; se han desarrollado diferentes
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enfoques de estudios de los microorganismos ambientales, entre ellos: las

pruebas sin amplificar mediante el andlisis de acidos nucleicos in situ como

la hibridacion de acidos nucleicos; y el andlisis mediante metagendmica,

gue implica la secuenciacion directa del ADN independiente de cultivo
microbiano (Handelsman 2004; Tyson et al. 2004; Thies 2015).

Hibridacién de acidos nucleicos

La hibridacién de &cidos nucleicos implica la uniéon de una corta cadena
de acido nucleico complementaria (sonda) a una secuencia diana. La
sonda es generalmente etiquetada con un radioisétopo o una molécula
fluorescente y la secuencia diana esta unido a una membrana de nylon

u otra superficie solida (Thies 2015).

Las sondas de hibridacién de acidos nucleicos se utilizan para detectar
grupos filogenéticos especificos de bacterias, arqueas o eucariotas en
muestras de suelo preparados adecuadamente mediante el uso de la
técnica FISH, “Fluorescent In Situ Hybridization” (Amann and Ludwig
2000 citado por Thies 2015).

La principal ventaja de la técnica FISH es la capacidad de visualizar e
identificar organismos en su ambiente natural. Sin embargo, la
fluorescencia inespecifica es un problema comun en suelos con alto
contenido de materia organica como la turba u otras particulas (Thies
2015).

Metagenomica

A partir de la década de los 90, surgieron varios métodos moleculares
capaces de analizar la comunidad microbiana, tales como: la PCR
basada en la amplificacion mediante la clonacion de genes; la
secuenciacion de los genes ADNr 16S y genes funcionales;
electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente (DGGE); el
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal (T-
RFLP) (Zhou et al 2015).
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Sin embargo las actuales tecnologias moleculares de alto rendimiento
han desplazado a las técnicas antecesoras en la caracterizacion de
comunidades microbianas, entre ellos: la secuenciacién de ADN / ARN
de alto rendimiento; PhyloChip; GeoChip; la protebmica basada en
espectrometria masiva para andlisis de comunidades y el metaboloma
(Zhou et al 2015).

El analisis metagendémico se inicia al extraer el ADN directamente de
una muestra ambiental, si este es sometido a la amplificacién por PCR
antes de la secuenciacion utilizando los iniciadores para genes
especificos se le denomina metagenomica dirigida (Hirsch, Mauchline
and Clark 2010).

Dentro del grupo de iniciadores especificos utlizados para la
identificacion una taxa en particular, se emplea los iniciadores de la
region V4 de los genes ADNr 16S que sirve para determinar el nimero
relativo de genes ADNr 16S provenientes de bacterianas y arquea;
asimismo establecer la diversidad taxonomica general de estos

organismos en el suelo (Roesch et al. 2007).

Los métodos descritos producen grandes conjuntos de datos, también
denominado metada, los cuales son analizados bajo un enfoque
computacional que depende del método de secuenciacion empleado; el
cual permite identificar los OTUS, representar la filogenia de los grupos
taxonémicos y la abundancia relativa de la comunidad analizada
(Hirsch, Mauchline and Clark 2010).

Con el aumento de los proyectos de metagenémica y bases de datos
disponibles publicamente, se han desarrollado servidores libres para el
analisis de datos de secuencias de metagendmica; un ejemplo es: MG-
RAST (Meyer et al. 2008), el servidor metagenémica libre donde se
puede clasificar, relacionar filogenéticamente los OTUS y reconstruir la

ruta metabdlica de la metadata ingresada. Este servidor ha sido
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utilizado para identificar microbiomas y perfiles metabdlicos en
diferentes biomas (Dinsdale et al. 2008; Ottesen et al. 2013; Chaparro
et al. 2013; Basak et al. 2016).

2.3 Definicién de términos basicos

ADN metagenomico: es el ADN que es extraido directamente de una
muestra ambiental (Bragg and Tyson 2014).

Andlisis de componentes principales: Es una representacion grafica que
reduce la dimensionalidad de las comparaciones de mdltiples muestras
considerando las anotaciones taxondémicas o funcionales. La reduccion de
la dimensionalidad permite encontrar las variaciones complejas en un gran
conjunto de datos (como: valores de abundancia de miles de anotaciones
de especies a través de docenas de muestras de metagendmicas, etc.),
gue al reducirse a un numero mucho mas pequefo de variables se pueden
visualizar como un sencillo grafico de dispersién de dos o tres dimensiones.
Las muestras que exhiben perfiles de abundancia taxondémicas similares (o
funcionales) se agrupan, mientras que los que difieren se encuentran mas
separados. Ademas, mediante este analisis se puede comparar con otras

variables para determinar correlaciones (Wilke et al. 2015).

Bacterias promotoras del crecimiento: son las bacterias del suelo que
colonizan las raices de las plantas mediante su inoculacién sobre la semilla

y que mejoran el crecimiento de plantas, se clasifican en:

a. Controladores biolégicos: son los microorganismos que realizan el
control de patdgenos mediante la produccién de metabolitos que
reducen la densidad poblacional y/o actividad de microorganismos
patégenos. Ejemplo: produccion de siderdforos, los cuales fijan los
iones de fierro, haciendo que no estén disponibles para los

microorganismos patégenos.
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b. Biofertilizantes: mejoran la absorcion de nutrientes de la planta,
aumentando la germinaciéon y emergencia de las plantulas; mejorando

asi el rendimiento de los cultivos.

c. Bioestimulantes: involucrados en la produccién de fitohormonas, como
las auxinas, acido indolacético (AlA), citoquininas, riboflavina y
vitaminas (Prashar, Kapoor and Sachdeva 2014).

Base de datos ribosomales: es una coleccion de informaciones de
secuencias de ARN ribosomal, entre ellos se encuentran: RDP (Ribosomal
Database Project); SILVA y Greengenes (Wilke et al. 2015).

Comunidad: El conjunto de especies que coexisten en un lugar y tiempo

(Begon, Harper and Townsend 1996).

Curva de rarefaccion: La curva de rarefaccion es una representacion
grafica de la rigueza de especies; el cual muestra el niumero total de
anotaciones de especies distintas en funcion del nimero de secuencias en
la muestra. En este grafico, la pendiente de la parte derecha de la curva
esta relacionada con la fraccién de las especies en la muestra que son
poco frecuentes; la pendiente pronunciada a la izquierda indica que una
gran fraccion de la diversidad de especies que queda por descubrir. Si la
curva se aplana hacia la derecha indica que se identificO6 un numero
razonable de individuos (Wilke et al. 2015).

Electroforesis: es una técnica de separacion de una mezcla de ADN, ARN
0 proteinas acorde a su tamafio molecular y dependiendo de la carga de
las moléculas (negativo en caso de ADN y ARN), los cuales son migrados a
través de una matriz gelatinosa (gel agarosa o poliacrilamida) en presencia

de un campo eléctrico (Scitable 2014).
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Diversidad alfa: es la diversidad dentro de un &rea o ecosistema en
particular, que se expresa por lo general como el niumero de taxones y la

abundancia de cada taxon dentro de una comunidad (Zhou et al. 2015).

Diversidad beta: se refiere a la variabilidad en la composiciéon de taxones

entre las comunidades (Zhou et al. 2015)

Heatmap: El HeatMap/dendrograma es la representacion gréfica de una
gran cantidad de informacién, en el cual los dendrograma indican
similitudes entre los vectores de anotacién. El heatmap graficado por MG-
RAST tiene dos dendrogramas, uno que indica la semejanza/diferencia
entre las muestras de metagendémica (dendrograma del eje x) y otro que
indica la similitud/diferencia entre las categorias de anotacidon
(dendrograma del eje y). Estos son graficados mediante un algoritmo de
agrupamiento que produce los dendrogramas. Ademas, el grafico clasifica
estas similitudes/distancias basandose en una meétrica de perfiles de

abundancia de cada muestra (Wilke et al. 2015).

Metagenomica dirigida al gen ADNr 16S: Actualmente la identificacion
microbiana se ha desarrollado mediante el enfoque de secuenciacion a
gran escala de una region particular del ADN, el gen ADNr 16S, también
conocido como el gen ribosomal de la subunidad pequefia (SSU). EIl gen
ADNr 16S es un marcador filogenético ampliamente utilizado para la
identificacion microbiana y clasificacion filogenética. Esta presente en todos
los organismos procariotas y estd compuesto por un intercalado eje
homélogo con nueve regiones de hipervariabilidad (bloques rosados) que
se han utilizado para la identificacién de organismos a nivel de especie o

cepa (Breakwell, Tetu and Elbourne 2014).
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Regiones hipervariables del gen ADNr 16S

V1 V2 V3 V4 V5 V6 \%4 \% Vo

0 500 1000 1500
Length in bp

Fuente: Cox, Cookson and Moffatt 2013

OTU: En el enfoque de la ecologia microbiana molecular se estima la
rigueza de especies en base a las secuencias de genes ADNr 16S; estas
secuencias se agrupan como unidades operativas taxonémicas
(Operational Taxonomic Unit, OTU) o filotipos; las cuales son analizadas y
asignadas a un grupo taxonomico segun el porcentaje de identidad que
alcancen con un grupo de secuencias de una determinada base de datos
(Schloss and Handelsman 2005; Breakwell, Tetu and Elbourne 2014).

PCR: Es la abreviatura en inglés de Polimerase Chain Reaction, reaccién
en cadena de la polimerasa. Esta técnica que se basa en hacer multiples
copias in vitro de una determinada region del ADN a partir de una mezcla
de: pares de secuencias cortas (iniciadores oligonucledtidicos) de ADN
complementarias a la region blanco, nucleétidos libres y una enzima
llamada ADN polimerasa. El proceso de amplificacion se realiza en una
maquina llamada termociclador que incrementa y disminuye la temperatura
programada en pasos:. desnaturalizacion (en este paso la temperatura
incrementa para separar las hebras de ADN), hibridacion (se enfria hasta
una temperatura ideal en la que los oligonucleodtidos o iniciadores se
hibridan a la region complementaria y el ADN polimerasa empieza a
sintetizar la nueva cadena de ADN) y elongacion (etapa de culminacion de
la nueva cadena de ADN). Al término de la sintesis y finalizacién del primer
ciclo, cada hebra del ADN inicial form6 una nueva cadena de ADN. Estos
pasos se repiten en ciclos, en base a los nuevos segmentos de ADN
sintetizados, lo que permite amplificar exponencialmente a millones de

veces la region de interés del ADN (Scitable 2014).
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Suelo: El suelo es la capa mas externa de la corteza terrestre, interface
entre la atmosfera y la litdsfera; estd compuesto por cinco ingredientes
principales: minerales, materia organica, organismos vivos, gases y agua.
Los minerales estan divididos en tres tipos: arenas, arcillas y limos. Los
porcentajes de estos tres componentes definen la textura del suelo. La
materia organica estd compuesta por restos de microorganismos, animales
y plantas en descomposicidén y es un ingrediente critico de la composicién
del suelo (Carbonetto et al. 2014).

Técnicas de secuenciaciéon de segunda generacion (NGS). Los avances
tecnolégicos han conducido al desarrollo de la secuenciacion de segunda
generacion (Next Generation Sequencing, NGS), también conocida como
secuenciacion masiva paralela. Estas nuevas técnicas de secuenciacion
han permitido secuenciar millones de fragmentos de ADN de forma paralela
a un precio mucho mas barato por base. Ademas, la secuenciacion masiva
tiene el potencial de detectar todos los tipos de variaciones gendémicas en
un unico experimento, incluyendo variaciones de nucledtido un solo
nucleodtido (Single Nucleotide Polimorfism, SNP) o mutaciones puntuales,

pequenfas inserciones y deleciones (Escalante et al. 2014), entre ellos:

a. Secuenciacion 454. EI ADN es inicialmente fragmentado o amplificado.
Los fragmentos (200 a 800bp) son ligados a adaptadores juntos con
unas esferas para luego ser amplificados mediante una PCR de
emulsion. Los fragmentos amplificados se hibridan con los
oligonucledtidos que posee la esfera. cada perla es depositada en un
pocillo de una placa picotituladora, aqui es donde empieza la
pirosecuenciacion, donde se sintetiza la cadena complementaria a la
molécula de ADN adherida a la perla. Esta reaccion se desarrolla en
presencia de dos enzimas, luciferasa y sulfurilasa, que se encuentran
acopladas a otras esferas. Estas enzimas reaccionan al incorporarse un
nucledtido a la molécula de ADN molde y emiten una luz. La
secuenciacion 454 puede alcanzar a 1 millon de lecturas por corrida de

una longitud aproximada 650 a 800bp. Tiene una tasa de error de 0.1-
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1%, el cual puede ser sustituciones o inserciones-deleciones (indels)
(Escalante et al. 2014, Quail et al. 2012 y Glenn 2011).

. Mi-seq: Fragmentos de ADN de 60 a 300 pb son seleccionados, ligados
a adaptadores y luego depositados en una placa donde se uniran a la
matriz de secuenciacion para ser amplificados mediante la tecnologia de
PCR en puente; la union de un nucleétido conduce a la emisién de una
determinada fluorescencia especifica de cada nucleétido. Esta técnica
permita la secuenciacién de unos 200 millones de fragmentos de una
longitud de 150 a 300 bp. Tiene una tasa de error de 0.8%, el cual puede
originar sustituciones (Escalante et al. 2014, Quail et al. 2012 y Glenn
2011).

. lon Torrent PGM: Esta plataforma de secuenciacion es semejante a la

secuenciacion 454 donde el ADN es fragmentado y los fragmentos son
ligados a adaptadores permitiendo el apareamiento  por
complementariedad con los adaptadores fijados sobre perlas
depositadas individualmente en pocillos de una placa (165 -600 millones)
donde se realizan, en paralelo, las reacciones de PCR en emulsion. Esta
placa posee un sensor de iones que registra cambios de voltaje muy
pequefios a nivel de cada pocillo, estos cambios de voltaje conducen a
la liberacién de protén H+ durante la incorporacion de cada nucleétido
en el proceso de sintesis de la amplificacion. Este método de
secuenciacion da mas de 5 millones de lecturas por corrida, con una
longitud de lectura de aproximadamente 230 bp. Tiene un rango de error
de 1.7%, el cual es del tipo de indels (Escalante et al. 2014, Quail et al.
2012 y Glenn 2011).



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Localidad y periodo de ejecucidn

El presente trabajo se realizé en los laboratorios de INCABIOTEC SAC,
Tumbes, Per0; se desarrollé durante el periodo (agosto — 2014 al diciembre
- 2015).

3.2 Poblacién, muestreo y muestra

Las poblaciones consideradas en el presente trabajo fueron el suelo
pristino (sin manejo agronémico) y el suelo cultivado con vid de la empresa
ECOSAC AGRICOLA S.A.C. ubicada en Castilla (Piura, Peru) (Anexol).
Las muestras de suelo pristino fueron tomadas de 4 puntos diferentes
equidistantes de 30 cm de profundidad (Anexo 2A). En el caso del suelo
cultivado, se colecto las muestras de suelo pertenecientes a la
ectorizésfera (Prashar, Kapoor and Sachdeva 2014) de 4 vides en el parron
#6 de los viledos de ECOSAC; se tomoO el suelo de cuatro puntos
equidistantes al tronco (15 cm) a una profundidad de 20 cm de cada vid
variedad Sugraone/Freedom (Anexo 2B). Las muestras fueron divididas en

dos grupos para los posteriores analisis y conservadas a 4°C hasta su uso.

3.3 Material y métodos

Aislamiento de bacterias de suelo pristino y cultivado e identificacion
molecular. El primer grupo de muestras de suelo pristino y suelo cultivado
se utiliz6 para el aislamiento de bacterias en ambos tipos de suelo. Para
cada muestra se pes6 1 g y se agregé 10 ml de Caldo Soya-Tripticasa, las
suspensiones de suelo fueron incubadas a temperatura ambiente en
homogenizacion continua de 1000 rpm/min por toda la noche. A cada
muestra se les realiz6 diluciones seriadas hasta 10° y fueron sembradas

en Agar Soya-Tripticasa. Las placas se incubaron por 48 horas a
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temperatura ambiente y se purificaron las bacterias de ambas muestras en

Caldo Soya-Tripticasa.

Identificacion molecular de las cepas aisladas mediante la
secuenciacion parcial de los amplicones del gen ADNr 16S. Las
bacterias obtenidas se sembraron en duplicado, un grupo para
conservarlas en glicerol (12%) a -20°C y al otro grupo se le realizo la
extraccion de ADN basandose en el protocolo de CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) descrito por Ausubel et al. (2003) modificado por
Jara et al. (2008). El ADN de las cepas aisladas fue amplificado con la
region 27/1492 del gen ADNr 16S, bajo las siguientes condiciones:
buffer 1x; 1.5mM de MgCly; 1.25mM dNTPs; 0.36 uM de primers; 0.5U
de Taq polimerasa y 10 ng/ul de ADN molde. La programacion de la
amplificacion fue: pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 4 min, seguido
por 35 ciclos de: desnaturalizacion 92 °C por 30s, Alineamiento (Ta)
por 1 min, extension o elongacion de la cadena 72 °C por 2 minutos;
por ultimo, la elongacion Final a 72°C por 7 minutos. Los productos de
PCR fueron observados mediante la técnica de electroforesis en un gel
de agarosa al 1.5% en TAE 1X. Los amplicones fueron comparados en
tamafo con un control positivo de amplificacion al gen ADNr 16S que
sirvib como referencia entre las muestras positivas y artefactos de
migracion. Los amplicones obtenidos fueron purificados y secuenciados
por MACROGEN, USA (https://www.macrogenusa.com/).

Caracterizaciéon molecular de las comunidades bacterianas del suelo

pristino y cultivado con vid. La identificacion de las comunidades se

realiz6 mediante dos métodos de extraccion:

Extraccion de ADN metagendmico de muestras de suelo basado en
Amorim et al. (2008). Este procedimiento analiz6 una sola muestra
representativa (Gobran and Clegg 1996) de suelo pristino (SPp) y de
suelo cultivado con vid (SCp). Este protocolo fue desarrollado a partir

de 4 g de muestra de suelo previamente tamizada de impurezas
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(piedras y/o raices); la muestra fue incubada en 10 ml de buffer sodio-
fosfato (PBS) 1X pH7, conteniendo 0.1% de tween 80 por toda la noche
a temperatura ambiente en agitacion constante. La suspension fue
transferida a un nuevo tubo, el cual fue centrifugado a 5500 rpm por 10
minutos, el sobrenadante resultante fue descartado. Al pellet obtenido
se le agregd 0.1 g de perlas de vidrio y fue macerado por 1 minuto en
vortex. Posteriormente se lavd el pellet dos veces, en este paso se
agreg6 3 ml de buffer TE 50/50 (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de EDTA)
al pellet, se homogenizé fuertemente por 1 minuto y se centrifugd a
5500 rpm por 5 min, el sobrenadante obtenido después de la
centrifugacion se descart6. Al pellet resultante se le adicion6 2 ml de
TE 50 /50; 20 pl de lisozima (50 mg/ml); 20 pl de proteinasa K (20
mg/ml) y 2 yl de ARNasa, la muestra se homogenizé e incubd a 37°C
por 15 minutos; al finalizar la incubacién, se adiciond 200 ul de SDS
10% y se incubd por 1 hora a 65°C. Luego, se realizd un choque
térmico para la promover la lisis celular; en este paso la muestra fue
congelada por 5 minutos en nitrégeno liquido y luego transferida a agua
hirviendo (100 °C) por 15 minutos, este paso se repitid tres veces.
Terminado el choque térmico, a la muestra se le adicioné un volumen
de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se centrifugé por 5500 rpm
durante 20 minutos; el sobrenadante se recuperé en un microtubo de
1.5 ml estéril, al cual se le adicioné 500 ul de PEG 8000 y se incubd a
temperatura ambiente por 1 hora. Culminada la incubacion, se
centrifug6 a 9000 rpm por 20 minutos y se descarto el sobrenadante. El
pellet obtenido se disolvié en 500 pl de TE 10/1 (10 mM de Tris-HCI, 1
mM de EDTA); se afiadio 50 ul de acetato de potasio a 5 M y se incubd
a 4°C por 15 minutos, luego se centrifugé a 13000 rpm por 15 minutos.
El sobrenadante obtenido fue recuperado en un nuevo microtubo, al
cual se le afadié 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y
fue centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. La fase acuosa fue
recuperada en un nuevo microtubo, se le afadid6 0.7 volumen de
isopropanol helado y fue incubado por toda la noche a -20°C.
Posteriormente, el ADN fue colectado por centrifugacién a 10000 rpm

por 10 minutos, el pellet resultante fue lavado con etanol helado 95% y
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centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos; adicionalmente, fue lavado
con etanol al 70% y centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos. Para
culminar, se dej6 secar a temperatura ambiente por 15 minutos, y fue
resuspendido en 30 pl de buffer TE 10/1 y almacenado a -20°C hasta

Su uUso.

- Extraccion de ADN metagenémico de muestras de suelo mediante kit
Power Soil. Las muestras: SC1; SC2; SC3 y SC,4 se procesaron
individualmente; se pes6 0.25 g y se dispensaron en tubos de 2 ml del
kit de extraccion POWER SOIL de MoBio (Laboratorios MoBio,
Carlsbad, CA) y se realizd la extraccidon bajo las instrucciones del
proveedor.

Con la finalidad de comprobar presencia de ADN bacteriano en el proceso
de extraccion se amplificé el gen ADNr 16S, para esto se trabajoé con los
primers 27F: 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 'y 1492R:
GGTTACCTTGTTACGT. Las condiciones de PCR fueron: 1x de Tag DNA
Buffer; 200 uM de dNTPs; 0,3 uM de iniciador; 1.5 mM de MgCl;; 0,3 U de
polimerasa y 10 ng de ADN, en un volumen final de 25ul. La programacion
de la amplificacion fue: pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 4 min,
seguido por 35 ciclos de: desnaturalizacién 92 °C por 30s, Alineamiento
(Ta) por 1 min, extension o elongacion de la cadena 72 °C por 2 minutos;
por ultimo, la elongacién Final a 72°C por 7 minutos. Los productos de PCR
fueron observados mediante la técnica de electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% en TAE 1X. Los amplicones fueron comparados en
tamafo con un control positivo de amplificacién al gen ADNr 16S que sirvio

como referencia entre las muestras positivas y artefactos de migracion.

Secuenciacion mediante lon Torrent PGM. Los ADN con amplificacion
positiva en las pruebas comprobatorias de la region ADNr 16S fueron
seleccionados para continuar los siguientes analisis. La amplificaciéon
dirigida a la region V4 y la secuenciacion fueron tercerizadas a MR. DNA
(www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, EE.UU.). Los iniciadores utilizados

para amplificacion de la regién variable de V4 fueron 515/806 (Caporaso et
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al. 2011); la amplificacién se desarroll6 usando el kit de HotStarTaq Plus
Master Mix (Qiagen, EE.UU.) en las siguientes condiciones: 94 °C durante
3 minutos, seguido por 28 ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 53 °C
durante 40 segundos y 72 °C durante 1 minuto, después de lo cual se
realiz6 una etapa de elongacion final a 72 °C durante 5 minutos. La
secuenciacion se realiz6 mediante la plataforma de secuenciacién lon

Torrent PGM siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4 Procesamiento y analisis de datos

Las secuencias de los amplicones obtenidos a partir de la amplificacion del
gen ADNr 16S fueron ensambladas manualmente por sobreposicion y
alineadas con la base de datos GENEBANK mediante el software BLASTn

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

Los datos obtenidos a partir de la metagendmica dirigida al gen ADNr16S
fueron procesados mediante el analisis especifico de propiedad de MR
DNA (Shallowater, TX, EE.UU.), tomando en cuenta las siguientes
consideraciones: se descartaron las secuencias con bases ambiguas, con
alto ruido y OTUS formados por secuencias quiméricas. Las muestras
secuenciadas fueron enviadas en un solo archivo, cada muestra fue

separada individualmente mediante el programa Bining.exe (software libre).

El analisis de las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) de cada
muestra fue realizado con el software MG-RAST
(http://metagenomics.anl.gov/), mediante este software los OTUs fueron
clasificados taxonédmicamente usando base de datos curada Greengenes,
teniendo en cuenta que no se exceda el 3% de divergencia (97% de
similitud), con un maximo e value 10 y una longitud minima de
alineamiento de 50 pb; mediante este software se elabord: el arbol
filogenético de los OTUs; el grafico del andlisis de coordenadas principales

(PCoA) fue elaborado en base a la distancia de Bray Curtis y el grafico
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Heatmap fue elaborado en base al método de agrupamiento Ward y a la

distancia de Bray Curtis.

Mediante la tabla de abundancia de OTUs de cada metagendmica obtenida
por MG-RAST, se calculd: a. la abundancia relativa (a.r.) en relacion a la
cantidad total de abundancia de cada muestra mediante hoja de célculo
Excel; b. la curva de rarefaccién, el indice de riqueza de especies, la
diversidad a y B mediante el software PAST V. 3.11.



4. RESULTADOS.

4.1 Caracterizacion de las microbiotas de suelos basada en técnicas
dependientes de cultivo in vitro

La caracterizacion de las microbiotas de suelos estuvo inicialmente basada
en técnicas dependientes de cultivo in vitro. Se aislaron un total de 66
cepas a partir de un pool de muestras de suelo pristino y un pool de
muestras de suelo cultivado. Mediante la secuenciacién parcial de los
amplicones del gen ADNr 16S (Anexo 3) se identificaron 16 géneros

bacterianos en suelo pristino y en suelo cultivado con vid (Figura 1).

En suelo pristino predominaron los géneros: Cronobacter (abundancia
relativa, a.r..0.25); Bacillus (a.r.:0.21); Bordetella (a.r.:0.18) y en menor
proporcion: Lactobacillus; Streptomyces; Pantoea; Cupriavidus; Inquilinus;
Escherichia, todos con 0.04 a.r.; mientras que en suelo cultivado los
géneros mas predominantes fueron: Enterobacter (a.r.0.34); Pseudomonas
(a.r.:0.32); Aeromonas (a.r..0.29) y en menor proporcion: Bacillus y

Plesiomonas (a.r. 0.03)
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Figura 1. Representacion de la abundancia relativa de géneros correspondientes a las
cepas aisladas de suelo pristino (SPp) y suelo cultivado (SCp). Grafico elaborado con el
programa Excel.
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Las especies de las cepas aisladas que predominaron en suelo pristino
fueron: Bacillus subtilis (a.r.:0.11), Bordetella sp. (a.r:0.18) y Cronobacter
sakazakii (a.r.:0.25) (Tabla 1); y en suelo cultivado fueron: Aeromonas
punctata (a.r.:0.13), Enterobacter cloacae (a.r.:0.21) y Pseudomonas putida
(a.r.:0.24) (Tabla 2).

Caracterizacién y comparacion de las microbiotas de suelos,
pristino y cultivado, basadas en técnicas independientes de

cultivo in vitro

La caracterizacion de las microbiotas de suelos estuvo adicionalmente
basada en técnicas independientes de cultivo in vitro. Las muestras de
ADN suelo pristino (SPp) y suelo cultivado con vid (SCp) que fueron
secuenciadas (Anexo 4) se analizaron en MG-RAST, cuyo ID de proyecto
fue 15468. Se obtuvo un total de 10880 secuencias con una longitud
promedio de 144 bp en las muestras de suelo pristino (SPp) y 45850
secuencias de con una longitud promedio de 192 pb en suelo cultivado
(SCp).

Estructura de las comunidades microbianas.

Un 98.9% de las lecturas obtenidas a partir de las muestras de suelo
pristino y suelo cultivado mediante la metagenomica dirigida al gen ADNr
16S pertenecieron al Dominio Bacteria segun la base de datos Greengenes

y 1.6% a otros Dominios (Tabla 3).

Tabla 3. Descripcion de las muestras de metagenémica de suelo pristino y suelo

cultivado con vid.

cod Descripcion Codigo ID Proy. Proyecto  secuencias Long. Dominio Otros
" muestra MG-RAST  MG-RAST MG-RAST Secuencias* Bacteria Dominios
Suelo i
o 4669010.3 Pristine and 10880 228 bp 99.5% 0.5%
SPe  pristino** 15468 vineyard soil
Suelo microbiome,
sc Hivado™* 4669012.3 Peru 45850 192 bp 98.3% 1.7%
p cultivado

(*) Promedio; (**) conjunto de muestras de suelo pristino; (***) conjunto de muestras de suelo

cultivado.
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En cuanto a los andlisis taxondmicos, en suelo pristino y cultivado, el filo
mas abundante fue Proteobacteria. A su vez, las comunidades bacterianas
de suelo pristino y cultivado con vid, presentaron variaciones en su
composicion, como es el caso del Filo Actinobacteria, el cual presentd una
variacion importante (20 veces mayor) en suelo cultivado que en suelo
pristino; en el caso del Filo Bacteriodetes se observé una ligera variacion
(dos veces mayor) en suelo cultivado; por el contrario el Filo Proteobacteria
disminuyé (a.r.: 0.52 a 0.35) en suelo cultivado al igual que el Filo

Firmicutes, que disminuy0 ligeramente en suelo cultivado. (Figura 2).

uSPP
SCP
Actinobacteria

Bacteroidetes

Firmicutes .
H

Proteobacteria

i

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Figura 2. Abundancia relativa (a.r.) de los filos del Dominio Bacteria presentes en suelo

pristino (SPp) y suelo cultivado (SCp). Barras representan error estandar +0.05. Gréfico
elaborado con el programa Excel.

A nivel de géneros, fueron identificados en suelo pristino y en suelo
cultivado con vid, un total de 136 géneros que estan representados en el

arbol filogenético en la Figura 3.
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Los géneros que tuvieron una abundancia relativa mayor a 0.01, en suelo
pristino  fueron Bacillus (a.r.:0.05); Hymenobacter (a.r..0.02) vy
Exiguobacterium (a.r.:0.01), los cuales disminuyeron en suelo cultivado.
Ademas, en esta muestra se identificaron dos grupos del Filo
Proteobacteria que agruparon alta cantidad de lecturas de los que sélo
llegaron a clasificarse taxondémicamente a nivel de clase:
Betaproteobacteria (a.r:0.01) y Gammaproteobacteria (a.r.:0.46). Mientras
gue en suelo cultivado los géneros que tuvieron una abundancia relativa
mayor a 0.01, fueron: Pseudomonas (a.r.:0.25); Nocardiales (a.r.:0.11);
Arthrobacter, Pimelobacter, Flavobacterium vy Rhizobium (a.r.:0.03);
Hymenobacter, Bacillus y Macrococcus (a.r..0.02); y Mesorhizobium
(a.r.:0.01). Los géneros Arthrobacter, Nocardioides, Rhizobium vy

Pseudomonas aumentaron significativamente en suelo cultivado (Figura 4).

© Arthrobacter i u SPP
g
g SCP
o Nocardioides
<) H
£
g
Pimelobacter i
1%
§ Hymenobacter .I
S
3 |
2 Flavobacterium
m
Bacillus |-|
1%
g
3
8 Macrococcus
E 1
=
Exiguobacterium o
Mesorhizobium i
© Rhizobium i
[
°
8 Pseudomonas )
2 on|
S
a .
NC (Betaproteobacteria) r
NC(Gammaproteobacteria) PH
* Otros < 0.01 F H
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Figura 4. Abundancia relativa (a.r.) de los géneros del Dominio Bacteria presentes en
suelo pristino (SPp) y suelo cultivado (SCp). NC: no cultivado. Barras representan error
estandar +0.05. Grafico elaborado con el programa Excel.
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La composicion bacteriana a nivel especie de ambas muestras se analizo
bajo un valor limite de 97% de identidad de las secuencias, por lo cual se
identifico un total de 311 especies en ambas muestras (111 especies para
SPp y 250 especies para SCp) bajo los pardmetros mencionados en la
metodologia. A partir de ello, se obtuvieron unos 186 OTUS (66 en SPp vy
140 en SCp) con secuencias = 100bp que fueron identificados con las
especies reportadas en la base de datos Greengenes con una identidad al
99%.

Entre las especies con 99% de identidad, las que presentaron una a.r. =
0.01 en SPp fueron: Bacillus aquimaris, Exiguobacterium aurantiacum y
Bacillus niacini. En suelo cultivado las méas abundantes fueron:
Pseudomonas sp. RW10S2, Nocardiodes sp., Nocardiodes sp. IC177.
Ademas, se observaron variaciones entre las especies mencionadas segun
el tipo de suelo (pristino y cultivado); como es el caso de Bacillus
aquimaris, cuya abundancia en suelo pristino fue el doble que en suelo
cultivado. Ademas, Exiguobacterium aurantiacum y Bacillus niacini solo se
presentd en suelo pristino. Las especies Pseudomonas sp. RW10S2,
Nocardiodes sp. IC77 y Macrococcus carouselicus solo se presentaron en
suelo cultivado; mientras que Nocardiodes sp., P. pseudoalcaligenes y
Arthrobacter arilaitensis fueron mas abundantes en SCp (100 a 1000 veces)

gue en suelo pristino (Tabla 4).
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Estimacién de lariquezay diversidad.
La riqueza de especies graficada mediante la curva de rarefaccidon (Figura
5), mostro la diferencia entre la cantidad de lecturas obtenidas y especies

identificadas en ambos suelos.

2754 SCp

T T T T T T T T T T T T
3000 6000 9000 12000 15000 18000 21000 24000 27000 30000 33000 36000 39000

Lecturas

Figura 5. Curva de rarefaccion del Dominio Bacteria. Esta figura grafica la riqgueza de
especies en la muestra de Suelo pristino (SPp) y Suelo cultivado (SCp) en relacion al
namero de secuencias obtenidas. Gréfico elaborado con el programa PAST v 3.11.

La riqueza (calculada mediante el indice CHAO) y la diversidad a
(calculada mediante el indice SHANON) indicaron que ambas incrementan
en suelo cultivado (319.5 y 3.03 respectivamente), en comparacion a un
suelo pristino (185.9 y 0.25, respectivamente); y la diversidad B (indice
Harrison=0.25) indic6 que entre ambas muestras comparten algunas de
especies (Tabla 5).

Tabla 5. Estimacion de la riqueza e indices de diversidad en suelos.

Rigqueza Diversidad
Muestra
Observada Chao a B
SPp 124 185.9 1.67 0.25
SCep 268 319.5 3.03

SPp: suelo pristino; SCe: suelo cultivado.
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4.3 Caracterizacion y comparacion de las microbiotas de suelos
cultivados basadas en técnicas independientes de cultivo in vitro

Las muestras provenientes de suelos cultivados con vid (Anexo 4) fueron
subidas a MG-RAST, cuyo ID de proyecto fue 14730. De las 4 muestras
(0.25 g) procesadas con el kit comercial de extraccion de ADN se obtuvo
un promedio de 26330 secuencias con tamafo promedio de 253 pb. Hay
gue recordar que en el andlisis anterior de la muestra de suelo cultivado (4
g) procesada con un protocolo no comercial de extraccion de ADN se
obtuvieron 45850 secuencias con tamafio promedio de 192 pb (Tabla 6).

Estructura de las comunidades microbianas

Un 95.98 % de las lecturas obtenidas de las muestras de suelo cultivado
mediante la metagendmica dirigida al gen ADNr 16S pertenecieron al
Dominio Bacteria segun la base de datos Greengenes y 4.02 % a otros

Dominios (Tabla 6).

Tabla 6. Descripcion de las muestras de metagendmica suelo cultivado con vid.

3 Descripcion  cédigo ID Proyecto ] Long. Dominio  Otros
Caod. Secuencias ) ) o
muestra MG-RAST  Proyecto MG- RAST Secuencias* Bacteria Dominios
Pristine and
Suelo ; ;
SCr _ 4669012.3 15468  “nevardsol 45850 192 bp 98.3% 1.7%
cultivado*** microbiome,
Peru
S. cultivado
SCy 4661047.3 23386 253 bp 95.8% 4.2%
VID #1
S. cultivado
SC; 4661045.3 24945 253 bp 96.6% 3.4%
VID #2 Meta-
14730
S. cultivado rizésfera uva
SCs 4661050.3 27017 253 bp 95.6% 4.4%
VID #3
S. cultivado
4661051.3 29972 254 bp 96.2% 3.8%
VID #4

(*) Promedio; (***) conjunto de muestras de suelo cultivado.

En el analisis de la composicién taxondmica en las muestras de suelo

cultivado con vid, se observaron variaciones en la abundancia de los Filos.
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El Filo Actinobacteria se mantuvo con 0.2 a.r. en la mayoria de muestras,
s6lo en SC; se observdé menor proporcion (a.r.:0.06); mientras que el Filo
Bacteriodetes mostr6 mayor abundancia en SC; (a.r.:0.51) en comparacién
a SC, y SCp. El Filo Firmicutes fue mas abundante (a.r.:0.62) en SCs en
relacién a las demas muestras. El Filo Proteobacteria predomin6 en SC,y
SC; (a.r.:0.61 y 0.46 respectivamente) y en SC;; SC3y SCp no bajé de 0.30

de abundancia relativa (Figura 6).

SCP
ESCl
SC2
= SC3
mSC4

Actinobacteria

Bacteroidetes

H
H
H
I
H
H
Firmicutes H
=
Proteobacteria —

No clasificados H

Bacteria

Otros < 0.01

000 010 020 030 040 050 060 0.70

Figura 6. Abundancia relativa (a.r.) de los filos en las diferentes muestras de suelo
cultivado. Representacién de los filos mayores a 0.01 a.r. Barras representan error
estandar + 0.05. Grafico elaborado con el programa Excel.

Entre las cinco muestras de suelo cultivado se identificaron un total de 200

géneros representados en el arbol filogenético en la Figura 7.



45

'1SVY-OIN a1emyos

] Jod opelioge|a 0dljelo
"(20S) zupin opeAnnd
o|ans :opelow ‘€'GF0T99Y
1Svd - ON 'POO
"(*OS) T#PIA OpRAIIND
o|ans :uouew ‘g’/#0T99%
1Svd - ON 'POO
"(8DS) e#pin opeand
olgns  :nze  ‘€'0S0T99Y
1Svd - ON Ve
"("2S) v#pIA opeAlNd
olaNs  BpJaA ‘€' TSOT99Y
1Svd - O 'POD
"(4¢DS) ‘pIA UOD opeANd
ojans :olol  ‘€'ZT06991
1Svd - ON 'POO
"1"e T0'0 < S0J2UD) (4)
ensanw e unfas sSNLO
sopeulwialap ap .m_ocwwwha
1] chmwmﬁm.. selleq se’
‘PIA UOD OpBANND O]ans
9p selsanuw SsajualalIp
ua soasald solausb
so| sp  oonguaboyy
loqly L eunbi4

TISe'svOIoor
TIS €'Lv019ov
€IS €'0S0199v
YOS €'1S0199v
dJS€'Z10699v M

o SP%

Loy paslap)
PaUISSEOUN gy

EIQOIIILIOINUIE. g
BUBIIBGO]0)d
aendsonn m
SanaILIL g

Snuwlay ]
-SNJ2020Uled W

EUBIIEQOUBLD

BBIPALIE|YD

EEYE I Tl =
seanby g
ELSREqOULYY |
EL8REODRDY 1

ol



46

Entre los géneros pertenecientes al Filo Actinobacteria predominé
Arthrobacter, siendo mas abundante en la muestra SC4 (a.r.:0.15) y en
menor proporcion en SCi, SC,, SCp. Otros de los géneros de mayor
abundancia fueron Nocardioides (a.r.:0.11) en SCp y en SC,; SC3 con
una a.r. de 0.01. En SC; abundé el género Streptomyces (a.r.:0.07)
(Figura 8).

SCP
Cellulomonas mSC1
-
SC2
Cryobacterium H mSC3
mSC4
Leifsonia
I

Arthrobacter

Actinoplanes

Mycobacterium

Nocardioides H

Actinobacteria

Pimelobacter

Nocardiopsis

Streptomyces =

Actinomadura

Otros < 0.01 ==

0.00 0.03 0.05 0.08 0.10 0.13 0.15 0.18

Figura 8. Abundancia relativa (a.r.) de los géneros del Filo Actinobacteria en las
diferentes muestras de suelo cultivado. Representacion de los géneros mayores a 0.01
a.r. Barras representan error estdndar + 0.05. Gréfico elaborado con el programa
Excel.

En el Filo Bacteriodetes pocos géneros fueron identificados; entre ellos
estuvo el género Flavobacterium que abunddé en SC; (a.r:0.46).

Adicionalmente en esta muestra también fueron identificados Pedobacter
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y Sphingobacterium (a.r.: 0.01). El género Cytophaga tuvo una mayor
cantidad de representantes en SC,. Este grupo estuvo presente en las
demés muestras, sin embargo, llegaron al 0.01 de a.r. En SCp se
present6 Hymenobacter también Flavobacterium con una abundancia

relativa de 0.01 y 0.02 respectivamente (Figura 9A).

Dentro de los géneros pertenecientes al Filo Firmicutes, en todas las
muestras se identificé representantes del género Bacillus y Virgibacilus.
En SCs;, SC,; y SCp se identificaron una mayor cantidad de géneros
pertenecientes al Filo Firmicutes entre ellos Anoxybaillus, Lysinibacillus,
Marinococcus, Virginibacillus y Planomicrobium (a.r.> 0.01). En adicion,
SC; con pocos representantes con mas de 0.01, se identificd el género
Planomicrobium (a.r.: 0.01) (Figura 9B).

El Filo Proteobacteria ha sido un grupo con mayor abundancia entre las
muestras analizadas, esto se evidencido con la cantidad de géneros
identificados (Figura 10). El género Pseudomonas fue el mas abundante
entre todos los géneros en las muestras SC, y SCp; seguidas de las
muestras SC, y SC;. Si bien tiene una alta abundancia relativa (a.r.) no
fue el género con mayor abundancia en estas muestras. Adicionalmente,
se identificaron un grupo de géneros considerados como promotores de
crecimiento, entre ellos: Pantoea, Rhizobium, Sinorhizobiun,
Mesorhizobium, Hypomicrobium y Bradyrhizobium, sin embargo, estos

no fueron muy abundantes (< 0.03 a.r.).

A nivel especie, un total de 509 especies (250 en SCp; 104 en SCy; 123
en SC, y SC3; 144 en SC,) fueron identificadas en las muestras de suelo
cultivado con vid bajo los parametros de analisis mencionados en la
metodologia; entre ellos, 243 OTUS (140 en SCp; 33 en SC;; 48 en SCy;
36 en SC3y 63 en SC,) con secuencias >100 bp fueron identificados con
las especies reportadas en la base de datos Greengenes con una
identidad al 99%. Las especies con una a.r. 2 0.01 estan representadas

enla Tabla 7.
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Figura 9. Abundancia relativa (a.r.) de los géneros del Filo Bacteriodetes (A) y de los
géneros del Filo Firmicutes (B) en las muestras de suelo cultivado. Representacion de
los géneros mayores a 0.01 a.r. Barras representan error estandar + 0.05. Gréfico
elaborado con el programa Excel.
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Figura 10. Abundancia relativa (a.r.) de los géneros del Filo Proteobacteria en las
muestras de suelo cultivado. Representacion de los géneros mayores a 0.01 a.r.
Barras representan error estandar +5. Grafico elaborado con el programa Excel.
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Estimacion de la riqueza y diversidad y comparacién entre
metagendmicas

La riqueza de especies graficada en la curva de rarefaccion (Figura 11),
demostré que en SCp se obtuvo una mayor cantidad de especies
identificadas y una mayor cantidad de lecturas en contraste a las muestras
individuales de suelo cultivado con vid; entre ellas, la muestra SC; fue la

muestra con menos lecturas y especies identificadas.

SCp)

%0

60

4000 8000 12000 16000 20000 24000 28000 32000 36000 40000
Lecturas

Figura 11. Curva de rarefaccion del Dominio Bacteria. Esta figura grafica la riqgueza de
especies en cada suelo cultivado con vid (SCp; SC; SC,; SCs y SCy) en relacion al
namero secuencias de cada muestra. Grafico elaborado con el programa PAST v 3.11.

La riqueza calculada mediante el indice de CHAO mostr6 valores
proporcionales a la riqueza observada de las muestras; sin embargo, la
diversidad a en promedio fue 3.07, siendo el de mayor diversidad el SC2 y
el de menor diversidad SC1 (Tabla 8); mientras que la diversidad B (indice
Harrison = 0.60) indic6 que existe un grupo de especies que comparten las

diferentes muestras de suelo cultivado con vid (Tabla 8).
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Tabla 8. Estimacion de la riqueza e indices de diversidad de las muestras
de suelo cultivado con vid

Riqueza Diversidad
Muestra Observada Chao o B
SCp 268 319.5 3.03
SC; 109 189.6 2.37
SC, 133 230.2 3.53 0.60
SCs 125 185.7 3.76
SC, 152 237.6 2.65

SCp: suelo cultivado; SCi: suelo cultivado VID #1; SC,: suelo cultivado VID #2;
SCa: suelo cultivado VID #3; SC4: suelo cultivado VID #4;

44 Comparacion de las metagenOmicas de suelos pristinos vy

cultivados

La comparacion de las metagendmicas (SC;, SC,, SCs; SC,4) se realizo
mediante el calculo la distancia de Bray Curtis, del cual se obtuvieron los

graficos Heatmap y Componente principales.

El grafico Heatmap (Anexo 5) agrupé las muestras de suelo cultivado y
suelo pristino segun la similitud de la abundancia a nivel de géneros, lo cual
indicé que entre todas las muestras analizadas se identificaron un total de
250 géneros; de los cuales, 49 géneros del suelo pristino permanecen en el
suelo cultivado con vid (enmarcado con recuadro amarillo; anexo 5A, 5B,
5C y 5D), algunos disminuyeron en suelo cultivado (Ralstonia;
Methylobacterium; Exiguobacterium; Acinetobacter; Azosporillum, etc.) y
otros géneros aumentaron (Enterobacterium; Geobacillus; Bradyrhizobium;
Flavobacterium; Pseudomonas; Arthobacter; Nocardiodes; Rhizobium;
Estreptomyces, etc.); también se observdé que 13 géneros se encuentran
solamente en la muestra de suelo pristino (enmarcado con un recuadro

azul; anexo 5B).

El grafico de componentes principales, PCoA (Figura 12) nos muestra la

disimilitud entre las muestras, resaltando la distancia entre las muestras
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SC4, SCy, SCs; SC4 (agrupacion amarilla) con SCp y una ligera similitud de
SPp con la muestra SC; (agrupacion rojo).
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Figura 12. Comparacion de las metagendémicas dirigida al gen ADNr 16S de las muestras
SPp y SCp. La gréfica de componentes principales (sus siglas en inglés, PCoA) de las
metagendémicas analizadas mostrd la agrupacién entre SC;-SC, (agrupacion amarilla); a
su vez se observa la distancia de este grupo con SCp. Ademas, en la parte superior se
evidencié una ligera similitud entre SC; con SPp (agrupacién rojo). Suelo pristino (SPp,
Cdbd.: 4669010.3; anaranjado) y los suelos cultivados (SCp, C6d.: 4669012.3; SC,, cdd.:
4661047.3; SC,, cbd.: 4661045.3; SCs, c0d.:4661050.3; SC4, cod.: 4661051.3; verde). El
grafico se elabor6 mediante la distancia Bray-Curtis a partir de la abundancia
normalizada. Gréfico elaborado por el software MG-RAST.



5. DISCUSION

Las nuevas técnicas moleculares han permitido la identificacion de
comunidades microbianas en una muestra sin necesidad de realizar un cultivo
previo. Sin embargo, los métodos tradicionales de aislamiento de
microorganismos, junto a las herramientas moleculares, son basicos para que
en su posterioridad las cepas obtenidas sean estudiadas y/o utilizadas segun
sus caracteristicas, como microorganismos promotores de crecimiento, agentes

controladores, etc.

En lo que concierne las cepas aisladas de suelo pristino abundaron las
especies Cronobacter sakazakii (7 cepas aisladas) y Bordetella sp. (5 cepas
aisladas). Jha, Gontia and Hartmann (2012) han reportado la asociacion de C.
sakazakii con una planta halo6fita (Salicornia) en una zona arida en India;
ademas demostraron la capacidad de fijacion de nitrdgeno, produccion de acido
indol acético (AlA), actividad solubilizadora de fosfatos y produccién de
sideroforos, con una poca tolerancia a la salinidad del aislado. Asimismo,
Bordetella sp. e Inquilinus limosus fueron aislados de la rizosfera de Lasiurus
sindicus (grass endémico de la India), relacionandolos por primera vez dentro
del grupo de bacterias asociadas con una planta (Chowdhury et al. 2007). En
ambas referencias estd mencionada la asociacion de estas bacterias con
plantas de habitats aridos, lo cual es muy semejante a la muestra de suelo
pristino analizada en el presente trabajo con suelos semiaridos de los bosques

secos de Piura.

Entre las demas especies presentes solamente en suelo pristino, la cepa
Cupriavidus sp. perteneciente a un género con un rol importante dentro de la
mineralizaciéon del suelo, ha sido reportada como fijadora de nitrégeno
mediante genes Nod que son similares a los del género Rhizobia (Willems
2006; Araujo et al. 2012). Ciertas especies de Cupriavidus estan ganando
importancia debido a su resistencia a metales pesados con miras
biotecnolégicas a ser usado en la desintoxicacién de ambientes contaminados
con metales pesados (Goris et al. 2001; Estrada-de Los Santos et al. 2011).

Cabe resaltar que entre las cepas de suelo pristino también se encuentren
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potenciales especies patdgenas, como es el caso de Pantoea ananatis que
causa enfermedades en un amplio rango de cultivos de importancia econémica

(Coutinho and Venter 2009, referenciado por Octavia and Lan 2014).

En el caso de la cepa Lactobacillus plantarum, existen trabajos que la vinculan
al suelo y a superficies vegetales. Yanagida, Chen and Shinoha (2005) aislaron
este microorganismo en suelos de vifiedos y enfatizaron la importancia de esta
bacteria como fuente de bacteriocina, un importante preservante de alimentos,
(Wen, Philip and Ajam 2016). En nuestro trabajo, esta cepa ha sido aislada de
suelo pristino con la presencia de plantas nativas que también estan asociadas

a este microorganismo.

Adicionalmente, en suelo pristino se identificO la cepa Streptomyces
hygroscopicus la cual se caracteriza, por una parte, por ser una especie que
habita en el suelo y, por otra parte, porque diferentes cepas pertenecientes a
esta especie producen numerosos compuestos alelopaticos, como:
geldanamicina, nigericin e hydantocidin (fitotoxinas) (Carver, Nikulin and Kao-
Kniffin 2016), dtiles para el descubrimiento de herbicidas naturales como el
producto comercial Bialaphos, producido a partir de una cepa S. hygroscopius

(Barazani and Friedman 2001).

Finalmente, entre las cepas aisladas de suelo pristino, la cepa Escherichia
hermannii ha sido rara vez referenciada por su presencia en el suelo
(Hernandez, Mellado and Martinez 1998), ya que en su mayor parte ha estado

involucrada en infecciones humanas (Octavia and Lan 2014).

En cuanto a las cepas aisladas a partir del suelo cultivado con vid, predomino el
género Pseudomonas, con la especie mas predominante Pseudomonas putida
y en menor proporcion P. fulva y P. pavonaceae. El género Pseudomonas es
ampliamente reportado por estar involucrado en la estimulacién del crecimiento
de la planta (Tian, Yang and Zhang 2007; Prashar, Kapoor and Sachdeva
2014). Las investigaciones con diferentes cepas de P. putida remarcan la
caracteristica de colonizar la rizosfera de las plantas (Molina et al. 2000;

Weyens et al. 2010; Li et al. 2013; Roca et al. 2013), el rol de promotoras del



56

crecimiento por la habilidad de solubilizar el fosfato (Matilla et al. 2011; Pizarro-
Tobias et al. 2014), la produccion de &cido indol-acético u otras fitohormonas y
el control biologico mediante la inhibicion de crecimiento de hongos debido a la
produccién de sideréforos (Udaondo et al. 2015) y una actividad nematicida
(Paiva et al. 2013). Basandose en estas caracteristicas, las 9 cepas disponibles
seran utilizadas para futuros trabajos como controladores biolégicos y
promotores del crecimiento. Adicionalmente, se ha identificado cepas de P.
putida con la capacidad de degradar compuestos contaminantes (van Dillewijn
et al. 2009; Segura and Ramos 2013; citado por Udaondo et al. 2015). La cepa
P. fulva aislada en el presente trabajo puede estar relacionada con
representantes de especies encontradas en la rizosfera como, por ejemplo: la
cepa P. fulva SMA24 aislada de la rizosfera de Aloe vera e involucrada en la
disposicion de fosfatos en suelos alcalinos (Saharan et al. 2014). También
existen cepas con actividad antagonista contra bacterias y hongos que causan
enfermedades en arroz (Liu et al. 2015). La cepa identificada como P.
pavonaceae ha sido reportada como un microorganismo de importancia
ambiental, porque cuenta con el gen de la enzima haloalcano desalogenasa
(dhaA), hidrolaza capaz de degradar haloalcanos (quimicos potencialmente
contaminantes) (Anandarajah et al. 2000; Janssen, Oppentocht and Poelarends
2001; Jha, Jain and Sharma 2015). Ademas, algunas cepas han sido

mostradas como solubilizadoras de fosforo (Reddy et al. 2013).

El género Aeromonas corresponde a uno o de los grupos mas abundantes
dentro las cepas aisladas de suelo cultivado con vid. Este género esta
ampliamente reportado por pertenecer a habitats acuaticos con especies como
A. caviae, A. hyprophila y A. veronii (Janda and Abbott 2010), siendo algunas
especies capaces de permanecer en el suelo hasta seis meses (Brandi et al.
1996). Algunas especies, como A. hydrophila y A. caviae poseen una alta
actividad quitinolitica (SeurKee, HyoYeon and KiChung 1995) y A. vaga una

actividad solubilizadora de fosforo (Jha, Saxena and Sharma 2013).

La especie Plesiomonas shigella, con una sola cepa aislada del suelo cultivado,
ha sido reportada usualmente por ser patdbgena humana. Existen algunos

reportes que mencionan su capacidad de degradacion de pesticidas
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organofosforados (Gorla 2015), su aislamiento desde la rizosfera de Ia
herbacea Sonchus sp. y su falta de actividad promotora de crecimiento sobre
tomate in vitro (Sturz et al. 2001).

En ambos tipos de suelos se encuentran las cepas pertenecientes a los
géneros Enterobacter y Bacillus. ElI género Enterobacter ha sido reportado
como un microorganismo de suelo semiarido en Espafa con la capacidad de
tolerar las condiciones de sequia (Armada, Roldan and Azcon 2014) y como
promovedores del crecimiento en plantas (de Melo Pereira et al. 2012; Pawlicki-

Jullian et al. 2010, referenciados por Octavia and Lan 2014).

El género Bacillus, es grupo taxonomico ampliamente reportado por los
numMerosos mecanismos para promover el crecimiento vegetal, entre ellos: la
fijacion del nitrégeno; produccion de fitohormonas; produccion de sideroforos;
solubilizacion del fosfato; produccidén de antibioticos para inhibir fitopatogenos;
produccion de enzimas liticas extracelulares; produccién de enzima deaminasa
ACC; produccion de acido salicilico y acidos organicos necesarios para las
plantas (Almaghrabi, Massoud and Abdelmoneim 2013; Prashar, Kapoor and
Sachdeva 2014). La especie B. subtilis ha sido particularmente bien estudiada
en relaciéon a la produccion de péptidos antibioticos contra Fusarium oxysporum
(Reddy 2016), produccion de rizocticina fosfono-oligopéptida que tiene
actividad antifungica y nematicida (Borisova et al. 2010), etc. Se han formulado
numerosos productos a base de B. subtilis y otros Bacillus spp., en particular
una veintena de productos para el control biolégico de nematodos, entre ellos
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Pratylenchus brachyurus vy

Pratylenchus coffeae (Cawoy et al. 2011).

Segun lo mencionado, la mayoria de cepas que obtuvimos a partir de ambos
tipos de suelos son recursos genéticos de suma importancia para la agricultura
local debido a su potencial para mejorar la calidad del suelo a través de la
mineralizacién, asi como también para mejorar el crecimiento y la salud
vegetal. Estas cepas nativas pueden ser utilizadas individualmente o en forma

de consorcios bacterianos debido a que poseen una aclimatacién natural al
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clima y suelo de la regién, facilitando el desarrollo de proyectos forestales,

agroforestales o agricolas.

Las investigaciones del microbioma del suelo se han incrementado
recientemente gracias al nuevo método de caracterizacion independiente del
cultivo que se basa, no méas en las tecnologias FISH, DGGE o SSCP, sino en la
tecnologia NGS que permiten la secuenciacion masiva en paralelo de
fragmentos de ADN amplificados a partir de los ADN gendmicos de los
microorganismos presentes en las muestras. Este nuevo método, conocido
como metagendémica, ha sido implementado dentro del marco del presente
trabajo considerando la variante metagendmica dirigida a la region V4 del gen
ADNr 16S bacteriano. Dos estudios independientes han sido realizados: el
primero para caracterizar y comparar las microbiotas de suelos, uno pristino y
el otro cultivado con vid; el segundo para caracterizar y comparar varios suelos,

todos cultivados con vid.

La extraccion de los ADN gendmicos bacterianos, es decir el ADN
metagenomico, fue realizado directamente a partir de las muestras de suelos
mediante dos métodos: uno basado en el protocolo desarrollado por Amorim et
al. (2008) y el otro basado en el Kit comercial “Power Soil”, a partir de 4 g y
0,25 g de muestras, respectivamente. Se observo al final de los analisis
metagendmicos una diferencia no explicable de longitud promedio de las
secuencias obtenidas segun el método de extraccion, respectivamente de 210
+ 100 bp y 253 + 20 bp.

El método de extraccion de ADN a partir de muestras de suelo, basado en el
protocolo desarrollado por Amorim et al. (2008), ha sido evaluado y
estandarizado en el laboratorio de INCABIOTEC para varios tipos de suelos,
incluidos suelos acuaticos como suelos de manglar, mostrando mejores
resultados en comparacion con otros protocoles clasicos establecidos por
Verma and Satyanarayana (2011) y por Roh et al. (2006). El protocolo
desarrollado por Amorim et al. ha sido usado también en suelos provenientes
de la selva de Brasil (Amorim et al. 2008) y en sedimentos de aguas termales

en la India (Gupta et. al. 2016), permitiendo la preparacion de ADN
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metagenémico de buena calidad y sin inconvenientes en términos de

secuenciacion ulterior.

Por otro lado, el kit “Power Soil” es el mas utilizado en la actualidad para la
extraccion de ADN metagendmico sin inhibidores de PCR, con aplicaciones
tanto en suelos pristinos como en suelos cultivados entre ellos, vifiedos
(Mendes et al. 2015; Castafieda and Barbosa 2016; Zarraonaindia et al. 2105;
Vega-Avila et al. 2015; Holland et al. 2016).

Existen varias tecnologias y equipos comerciales de secuenciacion de segunda
generacion (NGS) que han sido utilizados en estudios de metagendmica
dirigida al gen ADNr 16S para generar secuencias que luego son analizadas
con varios programas de bioinformatica permitiendo la asignacion taxondémica

de los OTUs presentes en una determinada muestra.

En el presente trabajo, la caracterizacion de las comunidades bacterianas, de
las muestras de suelos pristinos y cultivados, ha sido realizada mediante la
secuenciacion por lon Torrent PGM. Esta plataforma de secuenciacion, por ser
rapida, rentable, escalable y altamente replicable, es conveniente para estudios
basicos de metagendmica en ecologia microbiana (Whiteley et al. 2012). Esta
tecnologia de secuenciacion masiva por lon Torrent PGM ha sido reportada en
una amplia variedad de analisis de diversidad microbiana, entre ellos: en minas
de uranio; en sedimentos de rios influenciados por actividad petrolera; en la
rizosfera de sauces; en suelos forestales devastados por incendios (Brown et
al. 2013; Sanschagrin and Yergeau. 2014) asi como para el analisis de las
comunidades bacterianas en la rizosfera de vid cultivados en Argentina bajo
diferentes practicas agricolas, organico y convencional (Vega-Avila et al.
2015).

En términos de resultados, los analisis de metagendmica dirigida condujeron a
identificar una abundancia relativa elevada de representantes del Filo
Proteobacteria en las muestras de suelo cultivado SC, (a.r. 0.47), SC4 (a.r.
0.61) y suelo pristino SPp (a.r. 0.52). Los Filos Proteobacteria y Firmicutes

estuvieron presentes en todas las muestras al igual que los Filos Actinobacteria
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y Bacteriodetes, solamente que los uUltimos fueron mas variables en términos de

representacion.

En un trabajo similar de metagenomica realizado en vifiedos, Castafieda and
Barbosa (2016) identificaron la comunidad microbiana de suelos provenientes
de vifiedo orgénico y suelo pristino cercano a los vifiedos, resaltando que el
Filo Proteobacteria fue mas abundante tanto en suelo pristino asi como en el
suelo del vifiedo. Los filos menores Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y

Planctomycetes no mostraron diferencias significativas en ambos suelos.

En los vifiedos organicos estudiados por Vega-Avila et al. (2015) los filos
Firmicutes y Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia fueron los mas
abundantes, mientras que los filos Proteobacteria y Bacteroidetes fueron
predominantes en vifiedos bajo manejo convencional. Burns et al. (2015) y
Zarraonaindia et al. (2015) identificaron a estos filos mencionados en muestras

de suelo no influenciado por raices y rizosfera.

Burns et al. (2015) mencionan que la composicién a un nivel de filos de las
comunidades bacterianas en suelos con manejo agrondémico de cultivos
perennes y anuales son mas similares entre si que con las comunidades

bacterianas encontradas en los ecosistemas naturales.

Las diferencias de abundancia relativa a nivel de los Filos podrian estar
relacionadas con las diversas funciones o caracteristicas respectivas. El Filo
Proteobacteria esta involucrado en el ciclo de carbono y la produccién de
metabolitos secundarios (Castafieda and Barbosa 2016), siendo algunos
representantes de este filo reportados como indicadores de proporciones C:N
(Kuramae et al. 2012). Por otra parte, los representantes del Filo
Actinobacteria, que se encuentran distribuidos especialmente en el suelo,
juegan un rol importante en las descomposicion y formacion del humus, dos
procesos fundamentales para el reciclaje de biomateriales (Gao and Gupta
2005). El Filo Bacteriodetes, mas abundante en los ecosistemas agricolas en
comparacion con los suelos de los bosques de hoja caduca, esta relacionado

con la capacidad de incrementar la fertilizacion de los suelos. (Kuramae et al.
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2012). Los Firmicutes, reportados como abundantes en suelo agricola, actian

como antagonistas hacia fitopatdégenos (Kdberl et al. 2011)

Ademas, en SPp se identificaron dos grupos del Filo Proteobacteria que
agruparon alta cantidad de lecturas de los que sdlo llegaron a clasificarse a
nivel de clase: Betaproteobacteria (a.r..0.01) y Gammaproteobacteria (a.r.:
0.46). Vega-Avila et al. (2015) también mencionaron que un grupo de
afiliaciones taxonomicas de las secuencias de su trabajo reveld6 una alta
proporcion bacterias no clasificadas. Esto podria estar relacionado a que aun
falta mayor informacion acerca de la diversidad bacteriana de suelos.

El estudio metagenomico analizado a nivel genérico ha conducido a identificar
62 géneros en suelo pristino, siendo Bacillus, Hymenobacter y Exiguobacterium
aquellos con las mas altas abundancias relativas: 0.05; 0.02 y 0.01,

respectivamente.

En las muestras de suelo cultivado se identificaron 200 géneros, siendo los
mas representados con abundancia relativa superior a 0.01: Arthrobacter,
Nocardioides vy Streptomyces (Filo Actinobacteria); Flavobacterium
Pedobacter y Sphingobacterium, Cytophaga y Hymenobacter (Filo
Bacteriodetes); Bacillus, Virginibacillus, Anoxybacillus, Lysinibacillus,
Marinococcus, Yy Planomicrobium (Filo Firmicutes); Pseudomonas,
Caulobacter, Bradyrhizobium, Hyphomicrobium, Mesorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, Rhodovulum, Thalassospira, Sphingomonas, Cupriavidus,

Hydrogenophaga, Cystobacter, Pantoea y Azotobacter (Filo Proteobacteria).

En el estudio realizado en vifiedos chilenos, Castafieda and Barbosa (2016)
identificaron también Bradyrhizobium y Candidatus Solibacter pero otros

géneros como los mas abundantes.

En el estudio realizado en vifiedos de Canada, Holland et al. (2016) reportaron
a Nitrosococcus, Sphingopyxis, Micrococcineae y Thiobacillus como géneros
mas abundantes en suelo cultivado y a Bradyrhizobium como el género de

mayor abundancia en suelo pristino mientras que en nuestro estudio el género
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Bacillus y los asignados al grupo Gammaproteobacteria fueron los mas

abundantes.

Los géneros identificados en este trabajo han sido reportados en diversas
investigaciones describiendo su importancia segun sus caracteristicas
observadas. Entre ellos tenemos a los microorganismos presenten en suelos
de condiciones extremas, como es el caso de Nocardioides, Hydrogenophaga,
Thalassospira que han sido reportados como potenciales degradadores de
hidrocarburos (Hou et al. 2015; Rocha et al. 2016). Ademas, los Nocardiodes
tienen representantes que suelen encontrarse en ambientes acuaticos, algunos
con la capacidad de reducir nitratos y ser tolerantes a la salinidad. (Quisehuatl-
Tepexicuapan et al. 2014). Adicionalmente, representantes de Virgibacillus,
Marinococcus, Cystobacter han sido reportadas como bacterias halotolerantes
asociadas a la raiz (Mapelli et al. 2013; Zhang et al. 2013). Por ultimo, algunos
representantes del género Lysinibacillus y Planomicrobium han sido aislados en
ambientes extremos, como desiertos (Rao 2012) y suelos contaminados por

metales pesados (Chan et al. 2015).

Adicionalmente, también se encuentran microorganismos con actividad
mineralizadora y promotora de crecimiento, como: Lysinibacillus, que es
considerado promotor de crecimiento vegetal por ser solubilizador de fosfato;
Azotobacter, promotor de crecimiento vegetal por ser solubilizador de fosfato y,
ademas, productor del acido indolacético (Sharma and Saharan 2015) y fijador

de nitrégeno al igual que Pantoea (Gopalakrishnan et al. 2015).

El género Caulobacter estd ampliamente reportado por formar parte del
rizoplano en diversas plantas. Ademas, algunos representantes poseen la
caracteristica de producir biofiims (Tsuboi et al. 2015) y acido indolacético
(Wang et al. 2016). El género Sphingobacterium, con capacidad de solubilizar
el fosforo mineral, estd ampliamente distribuido en diversos tipos de suelos,
compost y también en rizosfera de Vigna mungo (Ahmed et al. 2014). Los
miembros de Arthtobacter, Bradyrhizobium, Flavobacterium estan involucrados
en la produccién acido giberélico secretado en la rizosfera (Frankenberger and

Arshad 1995; Rademacher 1994). El género Cytophaga, reportado en la
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rizosfera de Trifolium repens y Lolium perenne (Fang et al. 2013), interviene en

la degradacion de los compuestos organicos de carbono (Mayrberger 2011).

En lo que concierne las bacterias promotoras de crecimiento vegetal,
integradas por una variedad de géneros colonizadores del rizoplano y de la
rizosfera, se han identificado Hyphomicrobium y los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium simbioticos fijadores de
nitrégeno y ampliamente reportados en diversos cultivos (Gopalakrishnan et al.
2015)

También se identificaron géneros que ayudan a la sanidad vegetal como
Pseudomonas, Bacillus, Sphingobacterium y Pedobacter con actividad
fungicida y antagonistas hacia otras bacterias (Chapelle et al. 2016). El género
Anoxybacillus ha sido reportado como parte de un consorcio bacteriano
biofertilizante que permitio el control de Fusarium (Shen et al. 2015);

Es importante mencionar que el grupo Pseudomonas, no sélo corresponde a
bacterias benéficas como se menciond lineas arriba, sino que también tiene
representantes patégenos como P. savastanoi pv. savastanoi causando la
tuberculosis en el olivo con nédulos muy semejantes al Agrobacterium
tumefaciens. Buonaurio et al. (2015) realizaron la metagendémica en nodulos
ocasionados por P. savastonoi y encontraron la presencia de representantes de

los géneros Pantoea e Hymenobacter.

En términos de riqueza y diversidad de las microbiotas, se ha estimado que la
rigueza de la mayoria de suelos cultivados superd la riqueza microbiana del
suelo pristino, siendo notoria la diferencia en diversidad alfa (diversidad intra
microbiota) entre las muestras de suelos cultivados y pristino, SC (3.07) y SP
(1.67), respectivamente. Este resultado también fue semejante en el trabajo de
Holland et al. (2016) donde tanto la riqueza de especies de bacterias, como la
diversidad fue ligeramente superior en suelo proveniente de vifiedos que en
sitios sin manejo agricola (pristino). Ademas, estos resultados refutan los
informes que muestran que la agricultura afecta negativamente a la diversidad

bacteriana del suelo. Ademas, Holland et al. (2016) mencionan que la
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aplicacion de fertilizantes nitrogenados y otros productos en los vifiedos pueden

ser responsables del incremento de taxones en el suelo cultivado.

El indice de diversidad beta, es decir entre microbiotas, de suelos pristino SPp
y cultivados SCp fue 0.25, lo cual indicé que los dos tipos de suelos comparten
una proporcidn significativa de especies; mostrando que aunque la composicion
bacteriana varie cuando cambia el uso de la tierra (bosque seco a area
agricola), un grupo de microorganismos nativos permanece. Esto proceso
puede ser visualizado comparando todas las metagendmicas mediante el

programa de agrupacion PCoA (Figura 12) y Heatmap (Anexo 5).

Es particularmente interesante analizar los resultados de composicion de
microbiotas caracterizadas basandose en técnicas dependientes e
independientes de cultivo, es decir considerando, por una parte, las cepas
identificadas luego de ser aisladas por cultivo in vitro y, por otra parte, las cepas
identificadas directamente por metagendmica. Los resultados indican que el
aislamiento corresponde, logicamente, a la composicion de las microbiotas
caracterizadas por metagendémica, pero que solamente una muy pequefia
fraccion de bacterias puede ser efectivamente aislada. Esta observacion es
generalizable en realidad a practicamente todas las microbiotas vegetales,
animales y ambientales recientemente caracterizadas por metagendomica,
siendo generalmente menos de 1% de las bacterias presentes que pueden ser
cultivables individualmente en los medios de cultivos clasicos (Killham and
Prosser 2014; Pham and Kim 2012; Conn 1918; Jensen 1968; Skinner, Jones
and Mollison 1952; Davis, Joseph and Janssen 2005).

Los resultados de diversidad beta, es decir entre microbiotas, son también muy
interesantes considerando que los suelos cultivados y el suelo pristino
corresponden a una zona agricola de cultivo de vid establecida después una
decena de afos en Castilla (Region de Piura). La permanencia de bacterias
nativas de suelo pristino dentro la microbiota de suelo cultivado indica su
capacidad de adaptacion a cambios, lo que es similar a los resultados de
Castafieda and Barbosa (2016), que trabajaron con suelo de vifiedos organicos

en Chile. Sin embargo, la diversidad beta, claramente graficada por agrupacion
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diferencial segun PCoA de los dos tipos de microbiotas, conduce a distinguir los
dos tipos de suelos, es decir que los cambios resultantes del cultivo son
importantes. La diversidad B de todas las muestras de suelos cultivados,
estimada a 0.60 demostr6 que existe un grupo considerable de especies
compartidas, sin embargo, cada una mantiene su propia microbiota. Vega-Avila
et al. (2015), atribuyen que las diferencias de las comunidades bacterianas en
el vinedo podrian estar relacionadas a la seleccién segun el metabolismo de

cada planta.

Los cambios de microbiotas, evidenciados por el valor de diversidad 3,
provienen directa y esencialmente de la introducciéon de varios tipos de
compost, altamente contaminados en términos microbiolégicos, y de plantulas
provenientes de viveros con microbiotas aleatorias, asi como de una multitud
de productos biofertilizantes y biocontroladores comercializados y utilizados
empiricamente sin consideracion para los riesgos microbiologicos. Por ello, es
necesario el desarrollo de una apropiada estrategia de manejo del suelo que
pueda evitar un efecto negativo en el cambio de uso de la tierra, permitiendo el

desarrollo de practicas agricolas sostenibles.



6. CONCLUSIONES

Cronobacter sakazakii y Bordetella sp. fueron las especies con un elevado
ndamero de representantes en el cepario de suelo pristino, ambas implicadas en

la tolerancia a la salinidad.

En suelo cultivado predominaron las especies Pseudomonas vulva y P.
pavonaceae, la primera de importancia agricola por ser promotora de
crecimiento, controlador biol6gico y solubilizador de fosfatos; y la segunda

caracterizada por degradar compuestos quimicos altamente contaminantes.

En la comunidad bacteriana del suelo pristino abundaron las secuencias
asignadas a los Filos Proteobacteria y Firmircutes; mientras que en suelo

cultivado fueron Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteriodetes.

Los géneros Arthrobacter, Nocardiodes, Flavobacterium, Bacillus vy
Pseudomonas; identificados en la comunidad bacteriana de los suelos
cultivados con vid estan involucrados con la tolerancia a ambientes salinos,
actividad mineralizadora de los suelos, promotores de crecimiento y sanidad

vegetal.

La abundancia y diversidad alfa de las especies bacterianas del suelo pristino
fueron menores en relacion a las muestras de suelo cultivado debido a que ha

sido significativamente modificado por el cultivo de vid y el manejo agronémico.

En las muestras de suelo cultivado permanecen un grupo de 49 géneros
identificados en suelo pristino, entre ellos microorganismos potencialmente

benéficos para el cultivo de vid.



7. RECOMENDACIONES.

Utilizar desde el inicio de nuevos cultivos estas nuevas técnicas de
caracterizacion molecular de la microbiota de suelos, dependiente e
independiente de cultivo, ya que permiten el seguimiento de la comunidad

microbiana, la identificacion de organismos potencialmente benéficos.

Desarrollar nuevas técnicas de cultivo in vitro (co-cultivo) y nuevos medios de
cultivo para poder aislar y producir microorganismos nativos actualmente no
cultivables, por ejemplo, la bacteria Pasteuria sp., identificada con una
abundancia relativa menor a 0.01, no cultivable pero importante controlador

biologico especifico de nematodos fitopatogenos del género Meloidogyne.

Considerar el concepto de Hologenoma en los estudios a los cultivos debido a
gue permite integrar las caracteristicas genéticas de un cultivar con la

globalidad de las caracteristicas genéticas de la microbiota.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Ubicacién geogréfica del area de muestreo de suelos pristinos y
cultivados con vid en ECOSAC AGRICOLA S.A.C, Castilla — Piura, Peru.
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Anexo 2. Zonas de muestreos realizados en ECOSAC AGRICOLA S.A.C.
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Anexo 3. Aislamiento y migracion electroforética del ADN de las cepas obtenidas

de las muestras de suelo pristino y cultivado con vid.

A. Crecimiento en placa de cepas aisladas de suelo pristino (Bacterias Suelo
Pristino, BSP) y de suelo cultivado (Bacterias Suelo Cultivado, BSC)

BSC1 BSC2 BSC3 BSC4 BSC5 BSC6 BSC7 BSC8 BSCO BSC10 BCS11 BSC12 BSC13 BSC14 BSC15 BSC16 BSC17 BSC18 BSC19 C+

BSP1 BSP2 BSP3 BSP4 BSP5 BSP6 BSP7 BSP8 BSP9 BSP10 BSP11 BSP12 BSP13 BSP14 C+

B. Gel de electroforesis del gen ADNr 16S de las bacterias aisladas de Suelo
Pristino (BSP) y suelo cultivado (BSC). C+:control positivo; CRx: control de
reaccion; CE: control de extraccion.
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Anexo 4. Procesamiento del ADN aislado de las muestras de suelos pristino y
cultivados para la metagendmica dirigida al gen ADNr 16S.

A. Cuantificacion y calidad de ADN metagendmico aislado de las muestras de
suelo pristino (SPP) y suelos cultivados (SCP, SC1, SC2, SC3 y SC4).

Método de Absorbanci

ADN Descripcion de suelo extraccion a ug/ml Aosorzso A 2601230
SC; Muestra suelo cultivado  0.25g  Power soil 11 1.48 0.48
SC, Muestra suelo cultivado  0.25g  Power soil 13 2.21 0.26
SC;  Muestra suelo cultivado  0.25g  Power soil 7 1.55 0.32
SC, Muestra suelo cultivado  0.25g  Power soil 10 1.74 0.44
Muestra agrupada de suelo
SCe cultivado 49 Prot. IB 10 1.68 0.20
SPp Muestra agrupada de suelo pristino 49 Prot. IB 9 1.44 1.68

SC4 SC3 SC2 SC1 SCP

B. Gel de electroforesis del ADN aislado de las muestras de suelo pristino (SPP)
y suelos cultivados (SCP, SC1, SC2, SC3 y SC4).

Co+ SC4 SC3 SC2 SC1 SCP SPP

C. Gel de electroforesis del gen ADNr 16S de las muestras de suelo pristino
(SPP) y suelos cultivados (SCP, SC1, SC2, SC3y SC4). C+:control positivo

Anexo 5A. Heatmap a nivel género de las metagendmicas en suelo pristino y
cultivado. En esta gréafica se observa la diferencia entre las metagenémicas en relacion a sus
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OTUs; el gréfico fue realizado mediante la normalizacion de la abundancia de cada muestra, se
calculé las distancias Bray-Curtis y se agrupd por Ward. (SPp, Cod: 4669010.3; SCp Cod.:
4669012.3; SC,, cod.: 4661047.3; SC,, cod.: 4661045.3; SCs;, c0d.:4661050.3; SC,, cod.:
4661051.3). Recuadro amarillo: género identificado en SPr que permanece en suelo cultivado;
recuadro azul: género identificado solo en SPp. Gréfico elaborado por el software MG-RAST.
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Anexo 5B.Heatmap a nivel género de las metagenémicas en suelo pristino y
cultivado. En esta gréafica se observa la diferencia entre las metagenémicas en relacién a sus
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OTUs; el gréfico fue realizado mediante la normalizacion de la abundancia de cada muestra, se
calculé las distancias Bray-Curtis y se agrupd por Ward. (SPp, Cod: 4669010.3; SCp Cod.:
4669012.3; SC,, cod.: 4661047.3; SC,, cod.: 4661045.3; SCs;, c0d.:4661050.3; SC,4, cod.:
4661051.3). Recuadro amarillo: género identificado en SPr que permanece en suelo cultivado;
recuadro azul: género identificado solo en SPp. Gréafico elaborado por el software MG-RAST..
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Anexo 5C. Heatmap a nivel género de las metagendémicas en suelo pristino y

cultivado. En esta gréafica se observa la diferencia entre las metagenémicas en relacion a sus
OTUs; el gréfico fue realizado mediante la normalizacion de la abundancia de cada muestra, se
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calculé las distancias Bray-Curtis y se agrupd por Ward. (SPp, Cod: 4669010.3; SCp Cod.:
4669012.3; SC,, cod.: 4661047.3; SC,, cod.: 4661045.3; SCs;, c0d.:4661050.3; SC,, cod.:
4661051.3). Recuadro amarillo: género identificado en SPr que permanece en suelo cultivado;

recuadro azul: género identificado solo en SPp. Grafico elaborado por el software MG-RAST.
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. Heatmap a nivel género de las metagendmicas en suelo pristino y

cultivado. En esta gréafica se observa la diferencia entre las metagenémicas en relacion a sus
OTUs; el gréfico fue realizado mediante la normalizacion de la abundancia de cada muestra, se
calculé las distancias Bray-Curtis y se agrupd por Ward. (SPp, Cod: 4669010.3; SCp Cod.:
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4669012.3; SC,, cod.: 4661047.3; SC,, cod.: 4661045.3; SCs;, c0d.:4661050.3; SC,, cod.:
4661051.3). Recuadro amarillo: género identificado en SPr que permanece en suelo cultivado;
recuadro azul: género identificado solo en SPp. Gréfico elaborado por el software MG-RAST.
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