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RESUMEN

Las siembra de maiz en los Altos de Jalisco es principalmente para produccion de forraje y autoconsumo, de razas
hibridas o de zamorano amarillo. Los estudios en esta region se han focalizado a las caracteristicas de las plantas o del
suelo, y no se conoce la composicion de los microorganismos en este ambiente. Por lo anterior, el uso de NGS para la
descripcion de la microbiota de un cultivo de maiz mixto para autoconsumo y forraje en los Altos de Jalisco permitio
tener una descripcion inicial de la composicion microbiana de la rizosfera. Los Phyla que predominaron en las dos
muestras colectadas en diferentes tiempos fueron para la muestra sin cultivo con un 24.1% el Actinobacteria, 15.2% el
Proteobacteria, y 5.3% Firmicutes; con cultivo predomino con el 24.6% el Proteobacteria, con el 8% Actinobacteriay 3.9%
de Bacteroidetes. Se detectd una mayor diversidad OTUs con la presencia del cultivo de tres variedades de maices para

autoconsumo y forraje, lo cual se relaciona con el tipo de manejo agronomico y el tipo de maices sembrados.
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ABSTRACT

Maize cultivation in the Jalisco Highlands, México, is primarily for production for fodder and auto-consumption,

using hybrid cultivars or Zamorano Amarillo. Studies in this region have been focalized on the characteristics
of the plants or the soil, and the composition of microorganisms in this environment is unknown. Because of
this, the use of Next Generation Sequencing (NGS) for the description of the microbiota from a mixed
maize (Zea mays L.) crop for auto-consumption and fodder in the Jalisco Highlands allowed having
an initial description of the microbial composition of the rhizosphere. The Phyla that predominated in
two samples evaluated at different times showed, for the plot without crop, 24.1 % of Actinobacteria,
15.2% Proteobacteria, and 5.3% Firmicutes, while in the land cultivated, 24.6% of Proteobacteria, 8%
Actinobacteria and 3.9% Bacteroidetes predominated. A greater diversity of OTUs was detected in the
cultivation of three varieties of maize for auto-consumption and fodder, which is related to the type of

agronomic management and the maize cultivars sown.
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4 . es considerado centro de ori-
M eX|CO gen y diversidad en el cultivo
de maiz (Zea mays L.), debido a las condiciones oro-
graficas muy variadas y la amplia diversidad de nichos
ecologicos (Rocandio et al, 2014), lo cual beneficia
para que este cultivo sea la principal graminea (Poa-
ceae) cultivada a nivel nacional con ocho millones de
hectareas en 2014, de las cuales en el 75% se cultivan
semillas de variedades criollas que estan adaptadas a
diversas condiciones climaticas del pais (Eakin et al.,
2014, SIAP, 2016). En décadas recientes se clasificaron
a 209 accesiones de diferentes regiones de México, en
59 razas de maiz (Sanchez et al, 2000), y posterior-
mente clasificadas en los grupos raciales: Conico, Sie-
rra de Chihuahua, Ocho hileras, Chapalote, Dentados
tropicales, Tardios y Olotillo (Reif et al,, 2006). La raza
Zamorano Amarillo forma parte del grupo racial ocho
hileras que se cultiva en el Valle de Zamora, Michoacan,
y en los Altos de Jalisco, México, y sobresale de otras
razas por alta produccion de grano y plantas altas que
son optimas para forraje, incluso superior a los hibridos
forrajeros de dicha region (Gonzales-Castro et al., 2013;
CONABIO, 2010; Wellhausen et al.,, 1951). Las especies
vegetales en entornos naturales y agricolas interactuan
continuamente con gran cantidad de microorganis-
mos, principalmente en la rizosfera (Carvalhais et al.,
2013). El estudio de las interacciones, planta-microor-
ganismos, en la rizosfera y su impacto en los sistemas
agricolas han sido abordados recientemente por téc-
nicas cultivo-independientes, con plataformas de NGS
(Next Generation Sequencing) con las cuales se ha lo-
grado describir la diversidad de taxa que albergan en la
rizosfera, ademas de mostrar la influencia de la planta
sobre la estructura de la comunidad microbiana y Vvi-
ceversa (Carvalhais et al,, 2013; Bulgarelli et al., 2012;
Bulgarelli et al,, 2013; Cadena-Zamudio et al., 2016). Al-
gunos de estos estudios han demostrado la diversidad
de taxas asociados a la rizosfera de maiz como Peiffer
et al. (2013), quienes caracterizaron la diversidad bacte-
riana de la rizosfera de 27 lineas endogamicas de maiz,
mediante pirosecuenciacion de genes bacterianos con
el gen 16S rRNA, y observaron variacion sustancial en
la riqueza bacteriana, diversidad y abundancia relativa
de los taxones entre el suelo a granel y la rizosfera del
maiz, teniendo como Phyla dominantes a Proteobac-
teria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes vy
Cianobacterias. Otro estudio similar fue realizado por
Chauhan et al. (2011), en el cual se evaluaron 274 se-
cuencias obtenidas de la estructura rizosferica de maiz

(Zea mays L.), en la cual los Phyla mas relevantes fueron
Proteobacterias con 48%, 10.3% de Actinobacteria, 9.9%
de Bacteroidetes, 6.6% de Verrucomicrobia, 4.8% de
Acidobacteria, 1.8% de Firmicutes, 1.5% de Chloroflexi,
1.5%, 0.7% de Planctomycetes, 0.7% y 04% Gemmati-
monadetes cianobacterias. En 2015 Bakker y Chaparro
describieron y contrastaron la microbiota de la rizos-
fera de dos genotipos de maiz (P9714XR y 35F40) en
cuatro tipos de suelos con diferentes tratamientos; los
principales Phyla descritos fueron Proteobacteria, Ac-
tinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Crenarchaeota,
Acidobacteria, Planctomycetes y Gemmatimonadetes,
los cuales variaron en su abundancia dependiendo del
tratamiento. Con base en lo anterior, se realizo un estu-
dio descriptivo de la microbiota asociada a la rizosfera
de maiz.

Las muestras de suelo se recolectaron en una par-
cela del municipio de Tepatitlan, Jalisco, México (AL:
20.873966, LT: -102.789430), se cultivaron en época de
temporal (agosto-octubre) las variedades Pioneer, Ama-
rillo zamorano y una raza criolla. La recolecta se realizo
en dos etapas A) TO, sin cultivo de maiz y B) R4, durante
el llenado de la mazorca. Se realizd el levantamiento
de muestras de suelo con un nucleador. La muestra de
suelo rizosferico fue a 10 cm de distancia de la orilla
de la planta hacia afuera, con una profundidad de 30
cm. Se elimind la capa superior de 5 cm aproximada-
mente para desechar la vegetacion. En total se tomaron
25 muestras de acuerdo al protocolo de colecta cin-
co soles (Hernandez-lbafiez et al,, 2015). Las caracte-
risticas fisicoquimicas evaluadas fueron; tipo de suelo:
franco arcilloso, capacidad de campo: 34.5%, densidad
aparente: 1.20 g cm>~% pH (1:2 agua): neutro con 6.77,
materia organica: 1.66%, nitrogeno inorganico: 21.7 mg
kg_l, fosforo (Bray): 100 mg kg_l, hierro: 28.5 mg kg_l,
manganeso: 46.7 mg kg'i. Se aplica cada ano urea y
fertilizantes comerciales.

El aislamiento del DNA metagenomico se realizo a par-
tir de 0.2 g del stock de suelo rizosférico mediante el kit
comercial EZ-10 Spin® Column soil DNA mini-preps kit
(Bio Basic Canada Inc., Canada) con base a las instruc-
ciones del fabricante. Se construyeron bibliotecas para
la plataforma lon Torrent mediante la amplificacion de
fragmentos de =300 pb que corresponden a las regio-
nes hipervariables (V2-V4-V8, V3-V6-V7/-V9) del gen 16S
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rDNA, se amplificaron con el siste-
ma comercial 16S metagenomics
(Thermofisher Scientific Inc., USA).
Se purificaron las bibliotecas con
el sistema Agentcourt Beads® XP
(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
USA) y se cuantificaron con la plata-
forma Agilent® 2100 Bioanalyzer®
(Agilent Technologies, Inc., CA,
USA) para ajustar a una concentra-
cion de 50 ng/79 ul. Se ligaron los
adaptadores (A y P1) y los codigos
de barras a los fragmentos de las
bibliotecas con el sistema lon Plus
Fragment Library Kit (Thermofisher
Scientific Inc., USA), con base a las
indicaciones para las cuantificacio-
nes, End-Repair, amplificacion, liga-
zon y purificaciones. Se calculo el
factor de dilucion (TDF) para ajustar
la mezcla de bibliotecas a 26 pM. Se
construyo el templado a partir de
25 ul de la mezcla de bibliotecas
en el sistema One Touch 2 (OT2)
(Thermofisher Scientific Inc., USA)
con forme al protocolo del fabri-
cante para la PCR clonal en emul-
sion. Se enriguecio el templado
con el sistema lon Onelouch™ ES
(enrichment system) (Thermofisher
Scientific Inc., USA); se cargaron
30 ul de templado enriquecido en
un lon Chip 316 V2 (Thermofisher
Scientific Inc., USA). Se uso el siste-
ma lon PGM™ Sequencing 400 Kit
(Thermofisher Scientific Inc., USA),
con 850 flujos para la corrida de
secuenciacion masiva en paralelo.
Se verifico el rendimiento del car-
gado y cantidad de secuencias uti-
les de la corrida en el lon Browser
(Thermofisher Scientific Inc., USA).
Se descargaron los archivos *.bam
de las muestras que se transforma-
ron a formato *.fastq y *.fasta en
la plataforma Galaxy (Afgan et al.,
2016). Los archivos *.fastg se car-
garon junto con el archivo de me-
tadatos en la plataforma MG-RAST
(Paarmann et al., 2008). Se obtuvie-
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ron los resultados del analisis de di-
versidad alfa y beta preestablecido
por la plataforma (curvas de rare-
faccion, heatmap, grafico de PCoOA,
dendograma de diversidad alfa).

Se obtuvieron mediante la secuen-
ciacion masiva en paralelo con
la plataforma lon Torrent 296 110
secuencias utiles, 193 342 para
la muestra con cultivo y 102 768
para la otra; estas se usaron para
los analisis secundarios en la pla-
taforma MG-RAST con los parame-
tros preestablecidos se detectaron
207 OTUs totales, 196 OTUs en la
muestra sin cultivo y 188 OTUs en
el suelo cultivado. Las dos mues-
tras presentaron 177 OTUs en co-
mun, 17 OTUs fueron especificos
con cultivo y 19 para la que no lo
tenia. La muestra sin cultivo pre-
sentd 24.1% de secuencias para el
Phylum de Actinobacteria, 15.2% en
Proteobacteria y 5.3% en Firmicu-
tes; la muestra con cultivo presen-
to 24.6% de Proteobacteria, 8% en
Actinobacteria y 3.9% de Bacteroi-
detes; en relacion a las secuencias
que se agruparon en las no clasi-
ficadas derivadas de Bacteria para
la muestra sin cultivo fue 48.8% vy
para la muestra con cultivo 38.7%.
Los resultados mostraron que el
grupo Actinobacteria disminuye en
presencia del cultivo, y se obser-
vO un comportamiento inverso en
el grupo Proteobacterias que au-
mento con la presencia del cultivo,
esto concuerda con lo descrito por
Chavez-Romero et al. (2016) en los
que determinaron este grupo de
bacterias. Las Familias especificas
para cada muestra presentaron
porcentajes menores a 1%; sin em-
bargo, es importante describirlas
ya que marcan diferencias entre la
composicion de las dos muestras
analizadas, en el caso del suelo sin

cultivo la Familia Verrucomicrobia-
ceae (seis secuencias) se ha asocia-
do a diferentes ambientes vy juega
un papel importante en los ambien-
tes acuaticos (Rocha et al., 2010).
Para el caso de la muestra con cul-
tivo, las Familias Brevibacteriaceae
y Carnobacteriaceae fueron las de
mayor prevalencia, 103 y 105 se-
cuencias respectivamente (Figura
1, 2, 3). La familia Carnobacteria-
ceae se ha registrado en diversos
ambientes y destaca la presencia
de sus miembros por su impor-
tancia en la industria alimentaria
(Nicholson et al,, 2012). La familia
Brevibacteriaceae se encuentra en
diversos ambientes y presentan
actividades proteoliticas y lipoliti-
cas que las destacan en la industria
de alimentos, principalmente en la
maduracion de quesos (Forquin-
Gomez et al,, 2014).

Respecto a las Familias encontra-
das en mayor proporcion en ambas
muestras (Cuadro 1), destacan por
presentar mas del 1% de secuen-
cias. Micrococcaceae, usos para
produccion de carnes fermenta-
das (Dastager et al., 2014); Nocar-
dioidaceae, aislamientos de raices
de plantas herbaceas (Zhin et al,
2009); Pseudomonadaceae (Ga-
rrity et al, 2000); Streptomyceta-
ceae se caracteriza por la produc-
cion de sustancias antimicrobianas
(Ramazani et al, 2013); En tanto
la familia Bacillaceae algunos de
sus miembros estan asociados a la
promocion de crecimiento vegetal
(Mandic-Mulec et al., 2015); Oxalo-
bacteraceae asociado a ambientes
con metales pesados y altas tem-
peraturas (Gaspar et al,, 2015). Los
estimadores de diversidad sugieren
que las muestras son diversas con
base al estimador de Shannon vy
Simpson que son considerados es-
timadores de estructura mostraron
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Figura 1. Analisis de diversidad alfa y beta en la plataforma MG — Rast. A) Mapa de calor de la relacion de los OTUs a nivel de phyla, se observa
que las dos muestras presentaron caracteristicas similares con respecto a la composicion de su bioma. B) Grafico de barras que permite visualizar
la composicion de las Phyla en las muestras analizadas; C) Curva de rarefaccion que permite observar que la muestra R-4 es menos diversa con
respecto ala TO.
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Figura 2. Andlisis de diversidad beta de muestras de suelo rizosférico de maiz en cultivo mixto. A) Grafico de analisis de componentes
principales de las muestras de suelo, las muestras TO y R-4 no presentaron similitud en la composicion de comunidades microbianas.
B) datos crudos muestra que hay pocas secuencias que presentaron asignacion de identidad con la base de datos y se observan varios
datos externos. Los datos normalizados presentaron un comportamiento similar a los datos crudos, pero con mayor representatividad de
secuencias identificadas, se observa que el grafico R-4 tiene mayor nimero de muestras externas y cuartiles mas pequefios con respecto
a la muestra T-0.



Volumen 9, Numero 8. agosto. 2016

la posibilidad de encontrar nuevos
OTU con respecto a la cantidad de
OTU observados, estos resultados
aunados a los OTU que se detec-
taron en mayor proporcion indica
que los grupos asociados a meta-
bolismo de nitrogeno, fosforo vy
elementos trazas como Fe y Mn,
son importantes para determinar la
relacion de las comunidades con el
tipo de suelo. Esto concuerda con
lo reportado con Chavez-Romero
et al. (2016), donde describen au-
mento de la abundancia relativa de
Bacteroidetes, Actinobacteria y Fir-
micutes que pudieran estar relacio-
nados con el tipo de manejo agro-
noémico aplicado en las parcelas.

CONCLUSIONES
E trabajo permitio des-
Ste cribir los grupos mi-
crobianos presentes en una parcela
para cultivo de maiz, estos grupos
se asocian a diversas funciones
metabolicas importantes para ge-
nerar componentes que benefi-
cian el adecuado desarrollo de las
plantas, tales como solubilizadores
de fosforo, fijadores de nitrogeno
y resistencia a metales como hie-
rro y cobre. El manejo agrondmico
que se da a la parcela se relaciona
a los cambios detectados en la mi-
crobiota de suelo sin cultivo a la
estructura con la presencia de las
plantas.
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Figura 3. Arbol filogenético a nivel Phyla. En los nodos interiores se observa la relacion que exis-
te entre los diferentes muestreos vy la familia de microorganismos, con base al codigo de colores
que se encuentra en el centro de la grafica al lado derecho; en los nodos externos se ejemplifica
el tipo de familia y cada color representa la phyla a la que pertenecen las familias, con base al
codigo de colores que se encuentra en el interior de la grafica al lado izquierdo.
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