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ABSTRACT

Background: Population growth with corresponding decreases of arable land,
available water and nutrients, under biotic and abiotic stress presents major
challenges for the production of sufficient food, fiber and biofuels in the coming
century. Salinity stress is one of the major abiotic stresses.

Plant associated microbes may help mediate such dry and salt stress. The
identification of salt tolerant or halophilic rizobacteria has the potential to promote
saline soil based agriculture.

Methodology/Principal Findings: We analyzed rhizospheric, soil and leaf litter
microbial communities associated with two saline-adapted chenopod plants, Suaeda
mexicana, from central Mexico and Atriplex canescens, from the Chihuahuan Desert
region of the United States. In order to characterize the cultivable microbial
community, soil and leaf litter samples were processed and analyzed by traditional
surface spread plating methods. The samples were plated on sixteen different culture
media: modified R2A; Casamino acids; BHAP; PDA; TYA and YCED. Each medium
contained either 4% or 10% NaCl (w/v), and was adjusted to either neutral (pH 7) or
basic (pH 9). Cells of 43 strains, selected as representatives of the cultivated
isolates, were lysed by freeze-boiling and directly applied to PCR mixtures.
Amplification of 16S rADN fragments was carried out using the primer pairs F984GC-
R1378 for bacteria and ITS1F-ITS4 for the sole fungal isolate. Sequences obtained
from PCR products obtained from Afriplex isolates were homologous to sequences of
the bacterial genera Penibacillus, Streptomyces, Promicromonospora, Rhodococcus,
Bacillus and Pseudomonas, and the fungal genus Aspergillus. Sequences
homologous to the genera  Arirhobacter, Streptomyces, Nocardia,
Cellulosimicrobium, Pseudomonas and Bacillus were amplified from Suaeda isolates.

Each of the isolates was used for the inoculation of axenically grown

Amaranth spp seedlings and plant growth promotion was evaluated. From the
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collection of halophilic microorganism we found that nine of them have the ability to
reduce the effect of stress under salinity and promote plant growth.

In order to characterize non-cultivable microbial community, samples of seed,
soil and leaf litter in different seasons (dry and rainy) were processed and analyzed
by molecular technics. Total DNA was extracted from. Using a Universal Bacterial
16S Primer, Tag-Encoded FLX Amplicon Pyrosequencing (TEFAP) was used to
assess microbial diversity. Clustering analysis of total microbial community results in
four groups: 1) soil microbiome from Atriplex and Suaeda, 2) litter microbiome from
Atriplex and Suaeda 3) Suaeda seed and 4) Atriplex seed.

There is no significant difference between the samples of the rainy and dry
seasons.

The results of pyrosequencing-based analysis of the 16S rRNA gene regions
showed higher diversity in Suaeda’s litter and minima in seeds of Suaeda and
Atriplex (Shannon diversity index: 5.26/1.78/1.53). The Actinobacteria and
Proteobacteria are the most representative phyla at soil and litter samples in both
plants. Firmicutes was significantly higher at seed, they are representing 97% of the
Atriplex microbiome and 60% in Suaeda.

Actinobacteria play the key role: they represented 60% of the salino-tolerant

with promotive vegetal activity.
Conclusions: Rhizospheric bacterial community shows no difference between
chenopods separated by 2000 km. Neither do the bacterial community of litter.
Instead, we found the seeds present a low but specific diversity that makes them
unique bacterial communities as extremophilic bacteria.

The cultivable microbiome with resistance to salinity is a source of biological
technology for food production in extreme environments. Interestingly, we detected

that indigenous desert microorganism promoted plant health in agro-ecosystems.
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Antecedentes
1. Plantas ambientes desérticos
11  Zonas aridas y semiaridas

El territorio mexicano presenta diversos climas, categorizados en relacion a la
época de lluvias, y comportamiento de la temperatura anual. El clima seco y muy
seco ocupan el 49.1 % de la superficie, abarcando la mayoria del norte del pais
(INEGI, 2005). En esta region se encuentran amplias zonas aridas o desérticas y
semiaridas o esteparias que ocupan mas del 60% del territorio y, estan presentes en
mas de 20 estados (Marquez Berber et al., 2006), en ellas podemos encontrar
vegetacion de tipo pastizal, matorral, chaparral, y vegetacién halofita, también selva
baja caducifolia y selva baja espinosa (INEGI, 2005). La vegetacion haldfita prospera
en habitats salinos y yesosos presentes en zonas aridas y semiaridas y en zonas
litorales las cuales ocupan 10,000 km? del pais (Cervantes et al., 2001), en 1983
Valdés y Flores reportan en México aproximadamente 650 especies de haldfitas y
cerca de 300 gipsdfilas.

1.2  El potencial productivo de las zonas aridas y semiaridas

El uso potencial agricola esta estructurado por la clase de capacidad de uso
agricola, por la aptitud para el desarrollo de cultivos, la aptitud para la labranza y la
aptitud para la implantacion de obras para riego (INEGI, 1991). En relacion a eso, en
las zonas de climas aridos se situan las principales zonas irrigadas de México, con
una importante produccion agricola, destacando la siembra de maiz y trigo (Marquez
Berber et al., 2006). Dos tercios de la producciéon de maiz bajo riego (56.1%) se
obtienen en estas regiones, en suma, desde 2005 se ha incrementado la produccion
del maiz de riego en las regiones aridas y semi aridas de México, este aumento de
productividad ha sido mayor que en la superficie de temporal (Marquez Berber et al.,
2006).
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En Puebla la agricultura de riego se concentra en areas bien definidas, donde se
emplea constantemente maquinaria, fertilizantes y plaguicidas. En Tehuacan, se
realiza agricultura de riego, mecanizada continua, ya que por lo general el suelo es
favorable (profundos y sin pedregosidad superficial). Sin embargo, en areas muy
localizadas el municipio presenta suelos salinos (12-18 mmhos/cm) que llegan a
afectar los cultivos y donde crece pastizal haléfilo. En este tipo de vegetacién el
ganado ha provocado pisoteo y sobre pastoreo, y la agricultura se practica en
pequefia escala ya que el lavado de tierras para la introduccion de cultivos resulta

ser muy costoso y tardio (INEGI, 1991)

1.3 Familia Chenopodiaceae

Chenopodiaceae es una familia de plantas cosmopolitas que se caracterizan por
su adaptacion a tolerar condiciones extremas de salinidad y sequia, Son
principalmente hierbas anuales o perennes, y en mucha menor medida arboles. Se
encuentran comunmente en marismas templadas, en areas desérticas, semi
desérticas y en habitats perturbados por el hombre, por ejemplo, terrenos baldios.
Frecuentemente forman parte de la vegetacion haldfita y en algunas areas forman
extensas comunidades, en forma individual o en asociacién con otras plantas

(Durant y Sanderson en Tiedemamn 1983).

Las semillas en las especies de Chenopodiaceae exhiben variedad de
mecanismos de germinacion y dormancia, su fruto es usualmente “one-seeded” y

presenta utriculo de paredes delgadas (James et al. en Tiedemamn 1983)

Chenopodiaceae es una de las 11 familias del orden Caryophilalles, caracterizada
por la posicién de la placenta del ovario, embriones enroscados o curvados, formas
suculentas, morfologia del polen similar, y betalainas como pigmentos (Durant y
Sanderson en Tiedemamn, 1983). La familia se ha dividido en dos o tres subfamilias
basadas en caracteristicas del embridon, endospermo, flores y frutos, incluye 100

géneros con 1200-1500 especies (Cronquist, 1981), y presenta una considerable
18



variacion entre géneros debido a la forma de las células epidermales de la exotesta,
el tamano y forma del embrién y la posiciéon y cantidad de perispermo (Shepherd,
2005). Ademas, sus especies tienen diversidad en las vias fotosintéticas y en la
estructura anatdomica para la asimilacién de CO,. Cuatro tribus, entre ellas Suaedeae
y Atripliceae presentan ambos tipos de fotosintesis (C3 y C4) (Voznesenskaya et al.,
2001), esta caracteristica se ha aprovechado para estudiar ampliamente las
diferentes vias, sobre todo de tipo C4 en el género Atriplex (Downie et al. 1997).
También se han encontrado casos de Fasciacion en la familia, los cuales son poco
comunes y solo se reportan en el género Chenopodium (White 1948 en Flores
Olvera H. 1994) y mas recientemente en Atriplex elegans (Flores, 1994) recolectado
en el oeste de México.

Figura 1. Ejemplo de especie perteneciente a la familia Chenopodiaceae (tomado
de Flores, 1994)
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Chenopidiaceae frecuentemente se maneja bajo sinonimia con Amaranthaceae,
debido a la cercana relacion filogenética basada en caracteres sinapomorficos tales
como caracteristicas florales, morfologia del polen, y embriologia, apoyados por
analisis moleculares, sin embargo, esta relacién aun no esta esclarecida (Shepherd,
2004). Downie et al. (1997) coloca a Chenopodiaceae como un grupo parafilético
dentro del cual surge Amaranthus, y propone Chenopodiaceae — Amaranthaceae
como grupo hermano de Cariophylaceae, mientras que Wilson y Manhart (1992) asi
como Rzedowski y Rzedowski (2001) reconocen a Chenopodiaceae como un grupo
monofilético. Estudios de base molecular realizados por Kadereit et al., 2003 ubican
a la familia Amarantaceae y a la familia Chenopodaceae como familias hermanas, ya
que al usar los marcadores moleculares rbcL y matK se encontr6 gran similitud

molecular.

La distribucion de la familia Chenopodiaceae esta condicionada por su capacidad
de crecer en ambientes salinos. Aunque son cosmopolitas tienen mayor diversidad
en Norte América, Australia, Asia Central, y en menor medida en Sur América y en el
Mediterraneo (Durant y Sanderson en Tiedemamn 1983). En México se le puede
encontrar como una de las principales familias que componen los pastizales haldfitos
del noreste y centro de México (Estrada-Castillon et al. 2010, INEGI 1991).

1.4  Atriplex, taxonomia y distribucion

El género Atriplex tiene entre 200 y 250 especies distribuidas en el mundo (Flores
Olvera, 1994) en zonas aridas y semi aridas, particularmente en habitats con alta
salinidad. Son especies haldfitas altamente resistentes a salinidad, sequia y metales
pesados. Por sus caracteristicas se utilizan para reforestacién de suelos salinos y
como forraje (Kachout, 2009), ademas constituyen material para la identificacion de
mecanismos fisiologicos y genes involucrados en resistencia a estrés abiotico
(Martinez et al., 2005).
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En América prosperan un numero importante de estas especies (132 spp), Norte
América representa el segundo lugar de endemismos (después de Sudamérica) con
78 % de especies endémicas, de las 59 descritas (Flores, 1994). En México las
podemos encontrar en el desierto Sonorense y Chihuahuense, en la zona arida de
Oaxaca-Puebla, y en algunas areas de los estados de Baja California, Durango,
México, Veracruz, Tlaxcala y San Luis Potosi (INEGI 2005, Flores 1994). En Puebla
Gomez Pompa (1977) reporta Atriplex pueblensis en la parte central del estado,
como parte de la vegetacion haldfita de una pequefia area en el municipio de
Tepeyahualco, asi como en las cercanias de Oriental en la zona de inundacion de la
Laguna de Totolcingo y el Salado, mientras que Flores Olvera (1994) reconoce la
misma especie (Atriplex pueblensis) al sureste, en el municipio de Tehuacan. Se
anexa al trabajo la diagnosis de esta especie endémica de Puebla y fotografias de

un isotipo depositado en MEXU.

Atriplex es el género con mas especies de la tribu Atripliceae (con 19 géneros) y
uno de los mas diversos en la familia (Flores y Davis, 2001). Aunque la tribu
Atriplaceae generalmente se ha reconocido como un grupo natural, la taxonomia de
Atriplex es compleja, la delimitacion de las especies se dificulta debido al
polimorfismo en varios caracteres y a la existencia de individuos intermedios entre
las especies aceptadas (Flores, 1994). Se han segregado 9 géneros entre ellos
Obione (con mas de 100 spp). Flores y Davis, (2001) reconocen a Atriplex como un
género parafilético, basados en un analisis cladistico de la tribu Atripliceae usando
caracteres morfologicos. Para las especies de Norte América Hall y Clements
(1923) proponen el grupo Atriplex pentendra conformado por 8 especies. Sin
embargo, debido a los problemas de delimitacion taxondmica Flores Olvera (1994)
hace un estudio del grupo pentandra la cual incluye observaciones y recolectas en
varios estados a lo largo de la republica mexicana. En sus resultados reconoce 16
especies y una subespecie delimitadas mediante aspectos relacionados con su
forma de vida, duracidn, distribucién de los sexos, caracteristicas de las hojas, de las

inflorescencias, de las bractéolas de los frutos, polen, numeros cromosdémicas, y
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distribucion geografica. El grupo pentandra abarca hierbas anuales o perennes,
erectas o postradas de 3.4 cm a 3 m de altura, las hojas son siempre alternas y
presentan estructura Kranz, el numero cromosomica basico del grupo es x = 9, otra
caracteristica propia de este grupo es que son plantas monoicas (Flores Olvera,
1994).

1.5 Biologia del género Atriplex

Las plantas del género Atriplex son arbustos o hierbas anuales o perennes,
monoicos o dioicos con frecuencia blanquecinos o grisaceos, con hojas opuestas o
alternas, mas bien pequefias, flores solitarias, dispuestas en glomérulos axilares,

espigas o en paniculas (Rzedowski y Rsedowski, 2001)

En cuanto a su ecologia, se han investigado aspectos como relacion suelo-planta,

tolerancia a salinidad, microorganismos-planta, germinacién, entre otros.

Las condiciones bidticas y abitticas para la germinacion de Atriplex varian segun
la especie. Algunas como A. patula, no requieren luz para la germinacion, pero ésta
se ve incrementada si se expone a luz durante la incubacion. Otras especies
requieren de un marcado fotoperiodo el cual puede variar de 12 a 16 horas de luz
(James y Abernethy, y Ungar, en Tiedemamn 1983), incluso en A. dimorphostegia la
germinacion se ve afectada negativamente en total oscuridad. En cambio, otras
especies como A. lentiformis, A. canescens, A. polycarpa y A. semibaccata
aparentemente no responden a la presencia o ausencia de luz durante la incubacién

(James et al. en Tiedemamn 1983)

Muchas Chenopodiaceas presentan dormancia de la semilla, éste fendbmeno
persiste debido a las bracteas y la testa de la semilla. Dichas estructuras en varias
especies de Afriplex contienen sales y otros compuestos que pueden inhibir la
germinacion o bien la dormancia puede estar relacionada con un control genético

relacionado a la poliploidia (James et al. en Tiedemamn, 1983).

22



La escarificacion puede favorecer la germinacion, como en el caso de A.
semibaccata al sumergir el fruto en agua (James et al. en Tiedemamn 1983) 6 en
A. gardneri donde las semillas fueron sometidas a cuatro pre tratamientos en
conjunto (escarificacion, sequia después de la maduracion, lavados, estratificacion)
los cuales ayudaron a superar la dormancia de la semilla (James y Abernethy en
Tiedemamn, 1983).

La escarificacion no funciona para todas las especies, segun James et al. (en
Tiedemamn 1983) las semillas de las especies nativas de Norte América germinan
sin necesidad de pretratamientos. Sprinflied (1970) determiné para A. canecsens
que algunas semillas incrementaron la germinacion con escarificacion mientras que
otras de una fuente diferente mostraron un decremento al germinar, incluso en esta
misma especie se ha reportado que el pretratamiento con agua caliente inhibe
completamente la germinacién (James et al. en Tiedemamn 1983)

Se ha descrito dimorfismo de la semilla en varios individuos de Atriplex. En
condiciones de campo, el periodo de germinacion puede estar relacionado con este
dimorfismo y con fluctuaciones en la salinidad del suelo lo cual puede limitar la
cantidad de semillas que germinan, como en el caso de A. fringularis que produce
una gran cantidad de semillas pequefas al crecer en habitats de baja salinidad
(Ungar en Tiedemamn 1983). En A. patula, aunque el dimorfismo no es evidente, se
identificaron diferentes tamanos de semillas que produjeron distintas tazas de
crecimiento en las plantulas y en A. polycarpa se ha encontrado que el tamafo de
semilla influencia marcadamente en la germinacion, con mejor respuesta aquellas de

mayor tamarno (James et al. Tiedemamn 1983).

El fruto de las plantas de Atriplex, se caracteriza porque las bracteas mas o menos
foliaceas rodean las flores pistiladas, se agrandan y se inflan. En algunos casos
estas bracteas son sitios de depdsito de sales solubles separadas por el
metabolismo de la planta, lo cual las ayuda a mantener el equilibrio osmético. Esta
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acumulacion de sales puede ser el principal factor que influencia en la germinacion

caracteristica de las Chenopodiaceas. (James et al. Tiedemamn 1983).

1.6 El género Suaeda

El género Suaeda incluye 90 especies de amplia distribucién (Downie et al., 1997),
son plantas halofitas de hojas suculentas, crecen en los humedales salinos y
alcalinos y en desiertos en todo el mundo. Varias de sus especies son utiles como
comida de ganado en zonas aridas y otras son utilizadas para desalinizar tierras
agricolas de riego. Son arbustos o hierbas anuales o perennes, erguidos o
postrados, glabros o pubescentes; hojas sésiles alternas, enteras, carnosas,
cilindricas o raras veces aplanadas y espatuladas, con flores pequefas,
hermafroditas a veces unisexuales (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

La taxonomia de Suaeda es muy complicada, los estudios de anatomia,
morfologia y ecologia frecuentemente se ven obstaculizados por una identificacion
incorrecta de las especies, debido entre otras cosas al polimorfismo que presentan
(Downie et al, 1997). La anatomia foliar es un caracter importante para la
delimitacion taxonomica del género, y recientemente con el fin de esclarecer las
secciones de Norte América en la sistematica de Suaeda, Downie et al. (1997)
estudio la distribucion de especies C3 y C4 en diferentes secciones del género, sus
resultados muestran una relacion filogenética relacionada con las vias fotosintéticas.
En México se les puede encontrar en pastizales halofitos en el noreste de México,
en estados de la parte central, como Michoacan, Jalisco, Estado de México, en
Puebla (en el municipio de Tepeyahualco y la zona de inundacién de la Laguna de
Totolcingo y el Salado) y también en el Distrito Federal, Baja California Norte,
Sinaloa y Sonora (INEGI 2005, IBU 1874, Villasefior y Espinosa, 1998, Estrada-
Castillon et al., 2010).
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2. Interaccién Planta-Microorganismo
2.1 Introduccién

Los microorganismos son los seres mas numerosos que existen en la Tierra; y son
organismos ancestrales que han colonizado exitosamente cada nicho ecologico
posible. Los microorganismos se encuentran practicamente en todas las regiones
del planeta, desde los polos, en ambientes bajo el punto de congelaciéon y muy
secos, hasta los tropicos con temperaturas altas y con elevada precipitacion pluvial.
Sin duda, es el suelo el lugar donde esta la megadiversidad de microorganismos se
hace mas evidente, el suelo, en especial la zona de la rizésfera se puede considerar
como ‘un ser vivo' ya que cumple con las descripciones clasicas para ello: “nace,

crece, se reproduce y muere”.

Los microorganismos extremofilos han sido fuente de inspiracion de una gran
cantidad de estudios, ya sea en zonas de gran altitud o de extrema salinidad la
busqueda de bacterias y hongos con metabolismos que puedan ser utiles a nivel

industrial, agronémico, farmaceéutico, etc.

Este proyecto aborda el estudio de bacterias y hongos presentes en la rizosfera de
plantas que crecen en suelos salinos y alcalinos. De acuerdo con FAO y UNESCO al
menos la mitad de las tierras con irrigacion estan mas o menos influenciadas por
salinizacion y alcalinizacion secundaria. Cada dia se incrementa la demanda de
alimentos y decrecen las condiciones de disponibilidad de suelos y agua dulce
llevandonos a utilizar agua con cantidades de sal que estan cerca del limite

recomendable.

Lo anterior ha llevado a la busqueda de plantas haléfilas o especies cultivadas a
las que se les ha seleccionado por su tolerancia a las sales, pero muy poco se ha
investigado del papel que tienen las bacterias y hongos rizosféricos en la

sobrevivencia de la planta hospedera.
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Las bacterias del suelo y hongos juegan un papel determinante en varios ciclos
biogeoquimicos y son responsables del ciclaje de compuestos organicos. Los
microorganismos también impactan los ecosistemas que estan sobre y por debajo
de la tierra, contribuyen a la nutricion vegetal, a la salud de los productores
primarios, a la estructura y fertilidad del suelo (Kirk, et al., 2004). Por desgracia
nuestro conocimiento sobre la diversidad microbiana es limitado debido a que aun
no existen las herramientas para describirlo en su totalidad. Torsvik (1990) ha
estimado que en 1gr de suelo existen 4000 unidades genomicas bacterianas
diferentes y de esta poblacion solo el 1% es cultivable por los métodos estandar de

laboratorio.

Los microorganismos son vitales para la continuidad en el ciclo de nutrientes y en
la direcciéon que pueden llegar a tomar los ecosistemas cuando se ven alterados.
Mientras muchas de las actividades antropogénicas como el desarrollo urbano, la
agricultura, el uso de pesticidas y los contaminantes estan afectando la diversidad
microbiana y desconocemos como estos cambios afectarian la actividad de especies

vegetales cultivadas y silvestres.

2.2 Los suelos y su deterioro

Es un hecho que la aparicion de las enfermedades degenerativas en el ser
humano esta asociado con el efecto citotoxico causado por una gama de
compuestos sintéticos los cuales son utilizados como agroquimicos. Por ejemplo
estudios realizados al herbicida glifosato han demostrado afectar el ADN de células
de epitelio bucal (Koller, et al., 2012) Esto implica la necesidad de contar con una
agricultura organica sustentable. Por otra parte, cada vez tenemos menos
yacimientos minerales para obtener fertilizantes, por ejemplo piedra fosforica. La

forma sustentable de corregir ambos retos es el uso de la biodiversidad del suelo.
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Uno de los problemas mas importantes que se presenta en zonas agricolas de
México es la salinizacion que sufren sus suelos. Este problema reduce la
produccion de los cultivos e incrementa la superficie sin potencial agricola. La
salinidad es causada por el uso de sistemas de irrigacion que utilizan agua de pobre
calidad, o por la explotacion de zonas con poca precipitacion donde el agua no es
suficiente para remover el exceso de sales solubles del suelo (Wu, 2001).

Los factores relacionados con la salinidad son los contenidos de sales de: calcio,
magnesio, sodio y sales de sulfato. También la topografia afecta el grado de
salinidad en el suelo, asi como la estacionalidad, es decir la época de lluvias y
sequia. Pero a pesar de estas caracteristicas adversas hay una gran variedad de
organismos adaptados a ambientes salinos. Complejos rangos de respuesta a la
salinidad han tratado de ser explicados para la existencia de microorganismos,

plantas y su interrelacion (McKenzie, 1988).

El estrés de salinidad es uno de las principales afectaciones abidticas que limitan
la produccidn de alimentos en regiones aridas y semiaridas. La seguridad
alimentaria es una necesidad fundamental en todas las sociedades ya que en los
préximos 50 afnos se ha proyectado que la poblacion humana se incrementara en 10
billones con la consiguiente demanda de alimentos que debera duplicarse (Godfray
et al., 2010 citado en Etesami, H., 2018). Pero es importante resaltar que los suelos
agricolas se reducen en 2% anual debido a la salinidad. Esta afectacion es producto
de una reduccion en los periodos de lluvia, altas temperaturas, uso de agua
reciclada, uso excesivo de fertilizantes y uso agua de pozos disminuidos donde las
sales se concentran. El estrés por salinidad tiene efectos en el 70% de la superficie
cultivada de importantes granos como trigo, maiz, arroz y cebada.

Esta problematica ha sido mitigada a través del uso de plantas haléfilas como las
salicornias, los romeritos, etc. Asi también el microbioma vegetal ha sido motivo de
amplios estudios. El interés esta aumentando en la aplicacion de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) para mejorar el estrés de salinidad. La
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seleccion e identificacion de RPCV tolerantes a la sal o haldfilos tiene el potencial de
promover la agricultura salina basada en el suelo. Los haléfitos son un reservorio util
de bacterias halotolerantes con capacidades promotoras del crecimiento de las
plantas. Etesami, H & Beattie, G. (2018) hicieron una profunda revision de estudios
recientes sobre el uso de RPCV haldfilas para estimular el crecimiento de las plantas
y aumentar la tolerancia de los cultivos no haldfitos a la salinidad. Estos estudios
ilustran que los RPCV haldfilos de la rizosfera de especies haléfitas pueden ser
bioinoculantes efectivos para promover la produccion de especies no haléfitas en
suelos salinos. Estos estudios apoyan la viabilidad de la bioinoculacién con RPCV
haldfilos como estrategia para la mejora sostenible del crecimiento de cultivos no
haldfitos. El potencial de esta estrategia fue expuesta por los autores en el contexto
de garantizar una produccidon alimentaria sostenible para un mundo con una
poblacién creciente y un cambio climatico continuo. Los expertos hicieron hincapié
en futuras necesidades de investigacion para usar RPCVs halotolerantes bajo estrés
de salinidad.

El funcionamiento de los ecosistemas terrestres esta estrechamente ligado a los
microorganismos del suelo y los procesos en los que estan involucrados. La
variacion fisico-quimica y los factores ambientales son elementos que interactuan de
forma compleja para influenciar la funcion y diversidad microbiana. Sin embargo,
nuestro entendimiento de los factores clave que determinan la existencia de ciertas
especies y el funcionamiento de los microorganismos presentes en el suelo, es aun
muy limitado. El conocimiento fundamental puede ser utilizado dentro de los estudios
de cambios de largo plazo en los atributos del suelo como serian la acidez, sodicidad
o salinidad (Wakelin, 2008).
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2.3 Conservacion de la biodiversidad de suelos

La intervencion humana en los sistemas naturales, el cambio de uso de suelo
hacia uso agricola ha demostrado que no solo tiene un efecto sobre la estructura
vegetal, sino que también hay un cambio en la diversidad microbiana. Un ejemplo es
el estudio realizado por la Universidad Tecnoldgica de Graz, Austria y la Universidad
de El Cairo en Egipto en la que se analiza el cambio de la diversidad bacteriana en
los suelos pristinos del desierto y en los suelos transformados hacia agricultura.
Ellos encontraron que al analizar las huella molecular bacteriana, existen diferencias
estadisticamente significativas entre el suelo agricola (que antes fué desierto) y
suelo nativo del desierto de aproximadamente del 60% (Koberl, et al., 2011).

Koberl y su equipo (2011) realiz6 analisis basado en pirosecuenciacion de las
regiones del gen 16S rRNA mostré una mayor diversidad en el suelo agricola que en
el desierto (indices de diversidad de Shannon: 11.21 / 7.90), y mostré diferencias
estructurales. La proporcion de Firmicutes en el suelo del campo fue
significativamente mayor (37%) que en el desierto (11%). Bacillus y Penibacillus
juegan el papel clave: representaron el 96% de los antagonistas hacia los
fitopatogenos. Aqui de forma sorpresiva encontraron que la proporcidn de cepas
antagonicas se duplicod en el suelo agricola que en comparacién con el suelo del
desierto (21,6% / 12,4%); Las bacterias supresoras de la enfermedad se
enriquecieron especialmente en las raices de las plantas. Por el contrario, varios
grupos bacterianos extremofilos, por ejemplo, Acidimicrobium, Rubellimicrobium y
Deinococcus-Thermus, desaparecieron del suelo después del uso agricola. El grupo
Herbaspirillum de fijacion de N solo ocurrid en suelo desértico. Las comunidades
bacterianas del suelo fueron fuertemente impulsadas por los factores abidticos, el
suministro de agua y el pH.

El conocimiento de la diversidad del suelo presenta una amplia gama de
beneficios econdmicos que se presentan en tabla 1 Pimentel et al., (1997) recalca

que no solo para la agricultura sino también en la proteccion ambiental, la
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bioprospeccion o la conservacidon de la vida salvaje es necesario conocer la

diversidad del suelo.

Tabla 1: Evaluacion de los beneficios econdmicos de la diversidad de
suelos. Adaptado de Pimentel et al., 1997

Beneficios
Actividad Grupo microbiano involucrado economicos
(x $10°)
Procesos de Saprofitos, invertebrados que se alimentan de litter, 760
reciclaje de basura | Nongos, bacteria actinomicetos
. Biota del suelo que faculta su formacion: Lombrices, 25
Formacion de suelo hongos’ hormigas
Fijacién biologica de | Bacterias diazotrofoas 90
nitrégeno
Mantenimiento de la biodiversidad de suelos y en agua 121
Biorremediacion es imperativo para mantener la efectividad de los
biotratamientos
Poco mas de la mitad de los beneficios econdmicos de la 6
) . biotecnologia relacionada a la agricultura involucra a
Biotecnologia bacterias fijladoras de nitrdgeno y reguladoras del
crecimiento vegetal.
El suelo provee de microhabitats para los enemigos 160
Biocontrol naturales de pestes, la biota del suelo contribuye a
incrementar la resistencia de plantas.
L Muchos polinizadores tienen una fase edafica en su ciclo 200
Polinizacién de vida
) . Por ejemplo hongos, setas, lombrices, pequefios 180
Alimentacion artrépodos_
TOTAL 1542

Si un area (terrestre o acuatica) esta siendo evaluada para una propuesta de
conservacion, es deseable considerar la diversidad de especies y habitats, el
tamafno del area, la rareza del ecosistema. Normalmente los suelos no son

explicitamente incluidos en ningun criterio, pero implicitamente pueden haberse
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considerado por ejemplo en el “estadio sucesional’. En términos de los
requerimientos legales para la designacion de sitios de conservacion es importante
contar con un inventario de especies y habitats que incluyan especies endémicas,

raras o en peligro de extincion (Usher 1986).

Ellis (1996) indica que la importancia de los suelos ha estado un tanto abandonado
y hasta ahora que se han materializado las propuestas de la conservacién de la
naturaleza y el estudio y cuidado del suelo ha ido ganando prominencia dentro del
concepto de sustentabilidad dandole cabida en los programas futuros. Este mismo
autor reconoce tres criterios para seleccionar sitios aptos para conservacion: 1) la
importancia del sitio para la comunidad cientifica internacional, 2) la presencia de
caracteristicas excepcionales que le dan importancia cientifica y 3) la importancia a
nivel nacional para que este sitio sea representativo de una caracteristica, de un

evento o un proceso ecologico.

El grupo de criterios que han sido seleccionados para reconocer los sitios de
importancia para ser conservados biolégica y cientificamente, por lo general no
hacen explicita la mencion de los suelos. Sin embargo, sabemos que hay una
relacion estrecha entre la roca y los organismos que alli se comienzan a formar, todo
esto esta mediado por los suelos (Usher, 1996). Hay sin embargo una cuestion de
por qué los suelos no tienen caracteristicas que sean pensadas para la conservacion

o al menos esto no aparecié sino hasta mediados los afios noventa.

En un interés por evaluar los suelos, Yaalon (2000) se cuestiona si los suelos son
un lugar comun de solo mencion o son sitios de verdadero estudio cientifico. Por
desgracia las propuestas de conservacion solo utilizan los estudios de suelo como

una mera cita de caracterizacion de los elementos que forman esa area a conservar.

¢ Por qué los suelos han sido olvidados por los objetivos de conservacion? Existen

cuatro razones,

a) la taxonomia de suelos es relativamente muy joven y se ha entendido poco

(André, 2002) es mucho mejor conocido el ensamblaje de especies o animales.
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b) No existen en los suelos especies “carismaticas” como lo es el tamandua para
Chiapas, el tigrillo de Costa Rica, el coyote mexicano; es decir una especie que
capte la atencidn de la sociedad y facilite los trabajos de conservacion.

c) La pérdida de conocimiento taxondmico; no estan bien descritos los “hot
spots” de riqueza de especies en suelos, tampoco se sabe a qué se le llamaria
exactamente un “hot spots” de actividad biolégica de suelos.

d) Los suelos tienden a estar fuera de las mentes de las personas, en general no
se le considera algo valioso.

Lo anterior queda asentado en la poca atencién al disefio de sitios por el afan o
interés por la conservacion del suelo ya que los datos disponibles para el disefio de
estas areas son muy limitados. Por ejemplo, la creacién de una serie de areas
disefiadas por la Union Europea (UE) basada en el directorio de aves de 1979 y el
directorio de habitats de 1992 y por desgracia no requirido de informacion de suelos.
En México se han decretado 155 Areas Naturales Protegidas que abarcan una
superficie de 18,867,731 ha, lo que representa casi el 10 % del territorio nacional y
por desgracia ninguno de ellos se explica por la necesidad de conservar la biota del
suelo. La red esmeralda para conservar areas especiales que la conformar 15
paises de UE y 23 no UE no gener6 algun dato que tuviera que ver con la

conservacion de alguna caracteristica de suelo.

Mientras mas uso pudiera hacerse de los datos de suelo para la conservacion de
la naturaleza (Towers, 2002), mas se podra hacer por la conservacion sustentable.
Hay tres importantes facetas de la conservacion en las que se valora los suelos, uno
es el valor que tienen los suelos que no han sido afectados y en los que se
desarrollan caracteristicas de un perfil estable de un rango de biota. Por ejemplo, en
México encontramos reductos de suelos volcanicos muy antiguos que han
mantenido por miles de afos vegetacion forestal en el area protegida Pico de
Orizaba, los cuales se ha encontrado que tienen una gran capacidad de residencia,
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después del cambio de uso del suelo (Ruiz-Font, 2004), prueba inequivoca de
actividad microbiana sustentable.

El segundo es la biota de las comunidades microbianas que su importancia radica
en el funcionamiento de la descomposicién de materia vegetal muerta, residuos de
animales y contaminantes. Por desgracia estos organismos permanecen
relativamente desconocidos, sin embargo, ellos fueron importantes en los
estratégicos y han sido considerados para la conservacion, y algunos de ellos son
importantes para el uso sustentable de suelos.

El tercer punto es un esfuerzo para hacer en el mundo una restauracion muy
amplia de ecosistemas dafiados y degradados (Bardgett, 2005). Como los suelos es
un vital componente de todos los ecosistemas terrestres hay de nuevo un interés en

lo que es la naturaleza de conservacion por la biota que vive dentro de los suelos.

3. Diversidad microbiana y su potencial restaurador

Los suelos son dinamicos y su perfil puede cambiar substancialmente la cubierta
de plantas y animales. Los suelos pueden cambiar como resultado de los procesos
geomorfolégicos como la erosion del material existente o la depositacion de nuevos
materiales. La incertidumbre taxondmica que rodea a la biota del suelo hace que la
diversidad de especies sea un criterio pobre y la rareza de especies es un criterio

imposible de usar.

Hasta el momento la metodologia clasica para calcular la biodiversidad de los
microorganismos del suelo o de ambientes similares consistia en tomar una muestra
de suelo (generalmente a 10 centimetros de profundidad) y sembrarla en agares
nutritivos especificos para microorganismos del suelo, luego microscopicamente se
separaban de acuerdo a la morfologia de la colonia y del microorganismo, finalmente
se aplicaban examenes morfo-fisiologicos (pruebas bioquimicas), generalmente

especificas para el grupo de microorganismos en el que se tuviera interés.
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Nuestro conocimiento sobre la diversidad microbiana del suelo es muy limitado en
parte por la dificultad para estudiar dichos organismos. Se estima que en 1 gramo
de suelo hay 4000 diferentes “unidades gendmicas” bacterianas, esto basado en
estudios de reasociacion de ADN-ADN (Torsvik, et al., 1990). Se estima que sélo el
1% de los microorganismos del suelo crecen en medios de cultivo en el laboratorio
entonces, segun esto, si pretendemos valorar la diversidad total de microorganismos
que existen en un ecosistema dado no podemos sacar conclusiones validas

contando con solo el 1% de la poblacion.

Hay limitaciones generales que dificultan los estudios de diversidad microbiana en
suelos, el primero es la heterogeneidad espacial, en segundo lugar, se sabe que el
99% de los microbios de suelo no son cultivables. Y en tercer lugar tenemos que aun
los métodos moleculares pueden fallar cuando se trata de que en algunos grupos
existe una gran similitud genética entre especies o procesos de extraccion de ADN
se ven alterados por sustancias inherentes en suelos como acidos humicos que

pueden interferir en los subsecuentes analisis.

A pesar de lo dicho en el parrafo anterior es importante el estudio de la diversidad
microbiana de suelos, no solo como una investigacién basica, sino para entender la
interrelacion entre diversidad, estructura de la comunidad y funcion. Mas aun, es
necesario ampliar nuestro conocimiento en la interaccion planta-microbio-suelo en

ambientes salinos.

Barrow et al, en 2008 (citado en Coleman, D & Tringe, S., 2014) indica
acertadamente que los enfoques convencionales basados en la mejora genética
basados en ingenieria genética dependen de la suposicion de que las plantas
funcionan como organismos autonomos regulados unicamente por su codigo
genético y fisiologia celular sin tomar en consideracion el efecto de regulador que
puede tener la interaccion planta-microrganismo. Asi también critica los
experimentos, los bioensayos en los que se esterilizan los suelos, lo que elimina uno

de los determinantes fenotipicos, simbiontes de transmision vertical que tendrian un
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efecto relevante en la planta. El Dr. Barrow concluye que los microorganismos
asociados a la planta representan un reservorio de plasticidad genética que ha
coevolucionado con el huésped bajo las condiciones ambientales naturales lo que le
ha permitido mayor adaptabilidad.

4. Conservacion de la Biodiversidad

El movimiento para conservar la biodiversidad ha ido creciendo a partir de 1960
afno en que se decidid sobre la necesidad de conservar la vida silvestre y de
proteger esta diversidad, misma que ya habia sido reconocida en el ano 1900 (afo
de la Convencién de Londres para la proteccion de la fauna silvestre en Africa) y que
desgraciadamente nunca fue ratificada a nivel mundial. Este evento fue el primer
intento para disefar leyes internacionales que complementaran los esfuerzos de
preservacion de las especies y los derechos de la soberania de los paises; el cual
culminé con La Convencion de la Diversidad Bioldgica, reunion que proveyé de un
marco legal internacional para la utilizacion de la biodiversidad, bioprospeccion y el
intercambio de material genético (Klem y Shine 1993).

Los microorganismos representan una proporcion muy grande de la biodiversidad
del planeta. Hay un gran numero de productos de servicios ambientales de los
cuales son responsables los microbios, pero desgraciadamente esto permanece aun
desconocido para la humanidad (Whitman et al., 1998). Sin embargo lo que ellos
generan nos dan una gran reserva de biorecursos, algunos de los cuales aun no han
sido explotados, por ejemplo las drogas, los antibidticos que actualmente los que
tenemos disponibles en el mercado son derivados en un 60% de recursos naturales

en su mayoria de microorganismos.

Los microbios también juegan un papel importante en los servicios del ecosistema
y han sido explotados de varias formas para minimizar el dafio que los humanos han
ocasionado al ambiente. Esto ha ocurrido a través, por ejemplo del manejo de los

contaminantes a través de lo que se conoce como biorremediacién y a través de los
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tratamientos microbianos de efluentes que se han desarrollado para preservar el
ambiente. El reciclaje a base de nutrientes microbianos principalmente nitrégeno y
fésforo también ha demostrado ser un importante factor en el mantenimiento de

varios ecosistemas (Davison et al. 1998).

En adicion muchas relaciones benéficas existen entre los microorganismos y las
plantas o los animales y obviamente con otros microorganismos. Un ejemplo
reciente de esta sucesion de un invertebrado marino (un briozoo), Bugula neritina y
la bacteria Endobugula sertula (Pain, 1998). Estos briozoos viven a una profundidad
de 10 metros y producen un compuesto llamado briostatina-1, este compuesto
contiene una droga anticancerigena y en el mercado farmacéutico ha generado un
billon de ddlares por ano. Sin embargo, se sospecha que la briostatina-1 es
producida por E. sertula y no por el briozoo. Las cepas de B. neritina que crecen a
mas de 10 metros no producen la briostatina. Esto quiere decir que es indispensable
conocer cuales son las ventajas ecoldgicas conferidas al briozoo a través de la

sucesion de la bacteria y la produccion de briostatina.

Los microorganismos juegan un papel importante en la fertilidad de suelos y
en la agricultura en general. La estructura del suelo, la fertilidad y estabilidad. En
ambientes desérticos la erosion del suelo es el mayor problema ambiental. La
erosion afecta el 90% de la tierra arable y la subsiguiente perdida del suelo se puede
estimar en millones de pesos por afio en todo el mundo. Sin embargo, asociaciones
fungicas con las plantas (micorrizas) pueden capacitar a las plantas para
establecerse en condiciones poco favorables, facilitandole la toma de fosforo y de
agua. Un estudio reciente ha mostrado que la diversidad de micorrizas fungicas
puede ser determinante para la productividad vegetal y de un ecosistema (van der
Hiejden, 1998). Sin embargo, la importancia de las asociaciones micorrizicas en
zonas deseérticas y como se desarrolla en estos habitats no han sido aun

establecido.
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La desertificacion permanece como un problema global ambiental y los
microorganismos juegan un papel para ayudar a combatir este destructivo proceso y
para rehabilitar habitas que han sido desforestados. La estabilidad de los suelos es
mejorada por la formacion de los agregados que se desarrollan por las hifas de
hongos y polisacaridos de origen microbiano. Varios microorganismos incluyendo
algas bacterias y hongos filamentosos pueden participar en la agregacion de
particulas de suelo en zonas desérticas, también liquenes y cianobacterias son
particularmente importantes.

La diversidad microbiana es un componente esencial de la biodiversidad, sin
embargo no estamos generando nada para conocerla y al contrario estamos
haciendo que esta diversidad se vea decrementada. Sin la biodiversidad microbiana
los humanos y los ecosistemas estan en riesgo ya que se reducen las posibilidades
de hacer frente al estrés ambiental incluyendo el calentamiento global o en esta
poza de recursos biolodgicos podria encontrarse la cura para muchas enfermedades;
y por desgracia la estamos perdiendo (Riesenfeld, 2004).

Los servicios de los ecosistemas que son proveidos por los principales
microorganismos contribuyen a los valores de produccion economica de este
planeta, los minimos estimados han puesto un valor de alrededor de 33 trillones de
dolares por afo. Asi pues, un recurso de ganancias biolégicas como son las
microbianas y las formas de biodiversidad puede ser igualmente compartidas entre
paises desarrollados y en desarrollo y por comunidades indigenas (Costanza et al.
1997).

41 El desarrollo sostenible y la biodiversidad

A pesar de la vision de generaciones tempranas de cientificos, bidlogos de
suelos y ecologos terrestres, hasta ahora no han mostrado suficiente evidencia de la
fragilidad de suelos y como al entender la vida en este microambiente es posible

encontrar una posibilidad de sustentabilidad de nuestro ambiente global.
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Los biogeoquimicos, agronomos, economos y los que elaboran las politicas
publicas; todos ellos empiezan a prestar atencidn en multiples cuestiones que
involucran a los suelos y su biota en ambas escalas, global y local. Los fenbmenos
que afectan la sustentabilidad global como la erosion, la contaminacion, es uso de
plantas y microbios genéticamente modificados, especies invasivas, depositaciones
atmosféricas, el cambio en el uso del suelo y los cambios en la estructura del suelo;
tales cambios han transformado los efectos del ciclo hidrologico, la pérdida del
carbon, la perdida en la fertilidad en suelos de cultivo y hasta las necesidades
sociales. El avance de las prioridades de investigacion es la necesidad de evaluar en
el corto y largo plazo los requerimientos que determinan las soluciones a los
problemas ambientales. Los estudios recientes junto con los inmediatos cambios
ambientales que afectan el suelo y la biota del suelo han generado los siguientes
compromisos: a) evaluacion del estado del arte en esta materia, b) desarrollo de
nuevos retos y c) priorizar agenda de nuevas investigaciones (Wall, D. et al.; 2005).

La definicion de biodiversidad que se ha usado para este trabajo es la que se
desarroll6 en la convencion de biodiversidad 1992 que dice:

Es la variabilidad entre organismos vivientes dentro de las especies, entre las
especies y de ecosistemas (Takacs, 1996). Estos términos primero fueron acufiados
y como la perdida global de biodiversidad ha escalado, se ha dado un incremento en
la investigacion de a la biodiversidad de suelos. Un diagnostico de la literatura hecha
por Morris, C. et al.; (2002) muestra que se han incrementado diez veces el numero
de publicaciones entre el aio 1985 al 2000 en temas como la rizosfera, los habitats
microbianos en suelo y en los temas interaccion planta-microbio, con un énfasis
especial en micorrizas. La conferencia internacional en micorrizas ahora ha reunido
a 500 cientificos que han demostrado el papel de la biodiversidad de suelos en la

funcionalidad de los ecosistemas.

38



5. Referencias

André, H.M., Ducarme, X. y Lebrun, P. 2002. Soil biodiversity: myth, reality or
conning? Oikos, 96, 3-. 24

Bardgett, D. 2005. Biological Diversity and Function in soils. Cambridge University
Press.

Calderén de Rzedowski G. y Rzedowski J. 2001. Flora fanerogamica del Valle de
México. Instituto de Biologia, A.C. México. PP. 115-117.

Cervantes Maldonado A., Flores Olvera H., Valdés J. 2001. Las Euphorbiaceae
haldfilas y gipsofilas de México, exepto Euphorbia. An. Inst. Biol. Univ. Nal.
Auton. México. Serie Botanica 72(1):1-83

Coleman-Derr, D & Tringe S.G. 2014. Building the crops of tomorrow: advantages
of symbiont-based aproches to improving abiotic stress tolerance. Frontiers in
microbiology, 5, 283.

Costanza R, d’Arge R, de Groot R, Farber S, Grasso M, Hannon B, Limburg K,
Naeem S, O’Neill RV, Paruelo J, Raskin RG, Sutton P and van den Belt M.
1997. The value of the world’s ecosystem services and natural capital. Nature
387: 253—-260

Cotera-Correa M., Cantu-Ayala C y Garcia-Pérez J. 2010. Clasificacion de los
pastizales haldfilos del noreste de México asociados con perrito de las
praderas (Cynomys mexicanus): diversidad y endemismo de especies. Revista
Mexicana de Biodiversidad 81: 401- 416.

Davison AD, de Brabandere J and Smith D. 1998. Microbes, collections and the
MOSAICC approach. Microbiology Australia 19: 36-37

Downie S., Katz-Downie D., Cho Kyung-Jin. 1997. Relationships in the

caryophyllales as suggested by phylogenetic analyses of partial chloroplast

39



DNA orf2280 homolog sequences. American Journal of Botany. 84(2): 253—
273.

Ellis, N.V., Bowen, D.Q., Campbell, S., Knill, J.L., McKirdy, A.P., Prosser, C.D.,
Vincent, M.A. y Wilson, R.C.L. 1996. An Introduction to the Geological
Conservation Review, Geological Conservation Review Series, No. 1*

Estrada-Castillon E., Scott-Morales L., Villarreal-Quintanilla J.A., Jurado-Ybarra
E., Valdés J. y Flores H. 1983. Las pteridofitas en la flora haléfita y gipsofila de
México. An. Inst. Biol. Univ. Nal. Auton. México. Serie Botanica 54: 173-188

Flores Olvera H. 1994. A New Species of Atriplex (Chenopodiaceae) from Saline
Soils of Central Mexico. JSTOR. 4 (3): 242-245.

Flores Olvera H. 1992. Taxonomia del grupo Atriplex pentandra (Chenopodiaceae).
Anales Inst. Biol. 63 (2): 155-194

Flores Olvera H. 1994. Fasciacion de un individuo de Atriplex elegans (MOQ.) D.
Dietr. (Chenopodiaceae). Acta Botanica Mexicana. 026:21-25

Flores H. y Davis J. . 2001. A cladistic analysis of Atripliceae (Chenopodiaceae)
base on morphological data. Journal of the Torrey Botanical Society. 128
(3):297-319

Goémez-Pompa, A. 1977. Ecologia de la Vegetacion del Estado de Veracruz.
Instituto de Investigaciones sobre Recursos Bidticos, A.C. Xalapa, Veracruz.
México.

Hall H. M. y Clements F. C. 1923. The phylogenetic method in taxonomy. The
genus Atriplex. Publ. Carnegie Inst. Wash. 326: 235-246.

INEGI. 2005. Anuario Estadistico de los Estados Unidos Mexicanos. México

INEGI. 1991. Datos Basicos de la Biogeografia de Puebla. México.

Kachout S. S., Mansoura A.B., Jaffel K., Leclerc J.C., Rejeb M.N., Ouerghi Z.
2009. The Effect of Salinity on the Growth of the Halophyte Atriplex hortensis
(Chenopodiaceae). Applied Ecology and Environmental Research 7. (4): 319-
332.

40



De Klemm C and Shine C. 1993. Biological Diversity Conservation and the Law.
IUCN Gland, Switzerland and Cambridge, UK

Koller, V.J., Furhaker, M., Nersesyan, A., Misik, M., Eisenbauer M., &
Knasmueller S. (2012). Cytotoxic and DNA-damaging properties of glyphosate
and Roundup in human-derived buccan ephitelial cells. Archives of toxicology,
86(5), 805-813

Koberl, M., Miller, H., Ramadan, E. M., & Berg, G. 2011. Desert farming benefits
from microbial potential in arid soils and promotes diversity and plant health.
PLoS ONE, 6(9), [e24452].

Marquez Berber S. R., Schwentesius Rindermann R., Almaguer Vargas G.,
Ayala Garay A. V., Kalil Gardezi A. 2006. La globalizacion y su efecto en la
produccion agricola de las zonas aridas y semiaridas de Meéxico. Revista
Chapingo Serie Zonas Aridas. 5:107-116.

Martinez J. P., Kinet J.M., Bajji M y Lutos S. 2005. NaCl alleviates polyethylene
glycol-induced water stress in the halophyte species Atriplex halimus L. Journal
of Experimental Botany. 56 (419): 2421-2431.

McKenzie, R.C. 1988. Tolerance of plants to soil salinity. Proceedings of the
Dryland Salinity Control. Workshop, Calgary, Alberta. Alberta Agriculture, Food
and

Morris CE, Bardin M, Berge O, Frey-Klett P, Fromin N, Girardin H, Guinebretere
MH, Lebaron P, Thiery JM, Troussellier M. 2002. Microbial biodiversity:
Approaches to experimental design and hypothesis testing in primary scientific
literature from 1975 to 1999. Microbiol Mol Biol Rev. 66, 592-616.

Pimentel D., Wilson C., McCullum C., Huang R., Dwen P., Flack J., Tran Q.,
Saltman T. y CIiff, B. 1997. Economic and environmental benefits of
biodiversity. Bioscience, 47, 747-757 pp.

Riesenfeld, C.S., Schloss, P.D., Handelsman, J. 2004. Metagenomics: genomic
analysis of microbial communities. Annual Review of Genetics 38, 525-552.

41



velopment, Conservation and Development Branch. 246-251.

Ruiz-Font A. 2004. Cambio de uso del suelo en el Pico de Orizaba. Tesis para
obtener el grado de maestro en ciencias. Facultad de Ciencias, UNAM
Coyoacan. México.

Shepherd K. A., Macfarlane T.D. Colmer T. D. 2005. Morphology, Anatomy and
Histochemistry of Salicornioideae (Chenopodiaceae) Fruits and Seeds. Annals
of Botany. 95: 917-933.

Shepherd K. A., Waycott M., Calladine A. 2004. Radiation of the Australian
salicornioideae (chenopodiaceae)—based on evidence from nuclear and
chloroplast DNA sequences. American Journal of Botany. 91(9): 1387-1397.

Tiedemamn A. R., McArthur E. P., Stutz H.C., Stevens R., Johnson K. 1983.
Procedings-Symposium on the Biology of Aftriplex and related Chenopods.
Departament of Agricultur. USA.

Torsvik, V., Goksoyr, J., Daae, F.L. 1990. High diversity in DNA soil bacteria. Appl.
Environ. Microbiol. 56. 782-787.

Towers, W., Hester, A.J., Malcolm, A. y Stone, D. 2002. The use of soils data in

natural heritage planning and management. Soil Use and Management, 18,

26-33
Usher, M.B. 1986. Wildlife conservation evaluation. Chapman & Hall, Londres,

Inglaterra. 394 pp.

Usher, M. B. 1996. The soil ecosystem and sustainability. In Soils, Sustainability and
the Natural Heritage, ed. by A.G. Taylor, J.E. Gordon y M.B. Usher. HMSO.
Edinburgh. pp. 22-43.

van der Heijden MGA, Klironomos JN, Ursic M, Moutoglis P, Streitwolf-Engle R,
Boller T, Weimken A and Sanders IR. 1998. Mycorrhizal fungal diversity

determines plant biodiversity, ecosystem variability and productivity. Nature

396: 69-72

42



Villasenor R., J. L.y F. J. Espinosa G. 1998. Catalogo de malezas de México.
Universidad Nacional Autonoma de México. Consejo Nacional Consultivo
Fitosanitario. Fondo de Cultura Econémica. México, D.F.

Voznesenskaya E., Artyusheva E. G., Franceschi V.R., Pyankov V.1, Kiirats O.,
Ku M. S. B, Edwards G.E. 2001. Salsola arbusculiformis, a C3xC4
Intermediate in Salsoleae (Chenopodiaceae). Annals of Botany. 88: 337-348

Wall, D.H., A. Fitter, and E. Paul. 2005. Developing new perspectives from
advances in soil biodiversity research. Pages 3-30 In R.D. Bardgett, M.B.
Usher, and D.W. Hopkins, eds. Biological Diversity and Function in Soils,

British Ecological Society, Cambridge University Press, Cambridge, UK.

Wakelin, S.A., Macdonald, L.M., Rogers, S.L. 2008. Habitat selective factors
influencing the structural composition and functional capacity of microbial
communities in agricultural soils. Soil Biology & Biochemistry. (40)803-813

Whitman WB, Coleman DC and Wiebe. 1998. Prokaryotes: the unseen majority.
Proceedings of the National Academy of Sciences (USA) 95: 6578—6583

Wu, L., Guo, X. y Harivandi, A. 2001. Salt tolerant and salt accumulation of
landscape plants irrigated by sprinkler and drop irrigation systems. Journal of
plant nutrition. 24:9. 1473-1490.

Yaalon, D.H. y R.W. Arnold. 2000. Attitudes toward Soils and Their Societal
Relevance: Then and Now. Soil Science 165(1): 5-12

43



CAPITULO 2

Efecto del NaCl y de los termoperidodos sobre la germinacion de
semillas de Suaeda mexicana (Standl.) Standl. (Chenopodiaceae)

En éste capitulo se presenta el articulo en su formato publicado

Sanchez-Tizapantzi, G. & Ruiz-Font, A. 2012. Efecto del NaCl y de los

termoperidodos sobre la germinacion de semillas de Suadeda mexicana (Standl.)

Standl. (Chenopodiaceae). Revista Tecnologia en Marcha, 25 (3).
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Efecto del NaCl y de los termoperiodos
sobre la germinacion de semillas de Suaeda
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Resumen

En el presente trabajo se investigd el efecto del
cloruro de sodio (NaCl) y de los termoperiodos en
la germinacidén de la especie Suaeda mexicana, en
tres tipos de semillas: ) sin testa, 2) con testa café y
3) con testa negra. Las semillas se sometieron a tres
diferentes termoperiodos (0 °C/20 °C, 5 °C/25 °C
y 10 °C/30 °C) y a siete diferentes concentraciones
de NaCl (200, 400, 600, 800, 1000, 1500 y 3000 mM)
y como testigo se usd agua destilada (0 mM NaCl)
utilizando un fotoperiodo de 12 h oscuridad/I12 h
luz.

En los resultados, las semillas sin testa presentaron
el mayor porcentaje de germinacién en todos
los termoperiodos en agua destilada. En los
termoperiodos de 5 °C/25 °C y 10 °C/30 °C se
obtuvo una germinacién de alrededor del 97% para
los tres tipos de semillas, mientras que en el de O
°C/20 °C en semillas sin testa se obtuvo el 72%; en
las semillas de testa café fue del 7% vy en las de testa
negra del |%.

Las concentraciones de NaCl reducen la germinacion
de las semillas sin testa en promedio un 12% a 1000
mM de NaCl en todos los termoperiodos. En las
semillas de testa café la reduccion fue del 3% a 600
mM de NaCl en un termoperiodo de 5 °C/25 °C
y en las de testa negra no hubo germinacién en
concentraciones salinas.

En conclusién, la germinacion de Suaeda mexicana
varfa de acuerdo al tipo de semilla, termoperiodo y
salinidad expuesta, siendo la semilla sin testa la que
mejor responde.

Palabras clave

NaCl, termoperiodo, germinacion, Suaeda mexicana.
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Abstract

In this study, we assessed the effect of NaCl and
thermoperiod on germination of halotolerant
plant Suaeda mexicana, in three types of seeds:
without testa, black testa and brown testa. The three
thermoperiod were 0° C/20° C, 5°C/25°C and 10°
C/30° C. Were evaluated seven concentrations of
NaCl (200, 400, 600, 800, 1000, 1500 and 3000 mM)
and distilled water as a control under a photoperiod
of 12 h light and |12 h darkness.

The best results indicated that germination in the
thermoperiods 5° C/25° C and 10° C/30° C are
about 97% for the three types of seeds. At 0° C/20°
C thermoperiod in seeds without testa 72% was
obtained; coffee seed testa was 7% and 1% black.

Adding NaCl reduces the cumulative germination
percentage in 20 days,but there is a different response
depending on the type of seed. Black testa seed did
not germinate from the lowest concentration of
NaCl (200 mM).

The brown seed germination was the highest in the
thermoperiod 10° C/30° C con 2 1%, decrease in 5°
C/25 °C with 4% and is zero in the thermoperiod of
0° C/20° C. Finally the seed without testa is the best
response to salinity, the highest germination was in
10 ° C/30 ° C thermoperiod with 83%, decreases in
52 C/25° C with 50% and 0° C/20° C thermoperiod
30%.

These results provide the basis for Suaeda mexicana,
will be considered a potentially useful species for
biomass generation in irrigated saline environments.

Key words

NaCl, thermoperiod, germination, Suaeda mexicana.
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Introduccion

En el mundo, mas de 800 millones de hectdreas (ha)
resultan afectados por la salinidad, un problema que
se da principalmente en las zonas dridas y semidridas,
incluyendo del 10% al 50% de la superficie de regadio
(FAQ, 2007).

En México, las zonas dridas y semidridas ocupan
cerca del 40% de la superficie y es muy frecuente
encontrar condiciones de salinidad y sodicidad en
aproximadamente 3.5 millones de ha afectadas en
las zonas aridas y semidridas, | millén en otras zonas
no agricolas, 800 000 en las dreas costeras, un millén
en dreas agricolas de temporal y 500 000 en zonas
agricolas de riego, lo cual totaliza unos 6,8 millones
de hectdreas de suelos afectados por sales en todo
el pais (Ortiz, 1992). Las regiones afectadas por
la salinidad pueden llegar a quedar sin vegetacién
si no son recuperadas, debido a las propiedades
desfavorables del suelo salino, y por consiguiente, la
erosion de este (Keiffer & Ungar, 2001).

Sin embargo, la salinidad no es perjudicial para
todas las plantas y varias especies, las denominadas
haldfitas, crecen naturalmente en los suelos salinos.
El éxito de las poblaciones haldfitas depende en
gran medida de la respuesta de la germinacién de
sus semillas (Khan & Gul, 2006), donde una de las
etapas mds criticas en el ciclo de vida es el periodo
de germinacién y establecimiento en el campo.

Estos procesos estan controlados por varios factores
ambientales, en particular la luz (Gutterman, 1993;
Huang & Gutterman, 1998, 1999), la temperatura
(Badger & Ungar 1989) v la salinidad (Ungar, 1995;
Khan et al, 2002), siendo determinantes del éxito
de muchas poblaciones de plantas caracteristicas de
saladares (Keiffer & Ungar, 1997).

Existe un amplio rango de variacién en la respuesta
de las haldfitas a la salinidad, por ejemplo, las semillas
de Salicornia herbacea germinan a 1700 mM NaCl
(Chapman, 1960). La variacion de la tolerancia a la
salinidad en especies del género Suaeda es de 500-
1400 mM en las siguientes especies: S. japonica (900
mM) (Yokoishi & Tanimoto, 1994), S. fruticosa (500
mM) (Khan & Ungar, 1998), S. moquinii (1000 mM)
(Khan et al,,2001),S.salsa (1200 mM) (Li et al., 2005)
y S. aralocaspica (1400 mM) (Wang et al,, 2008).

La temperatura es un factor critico durante
la germinacion, que influye especialmente en
su velocidad; ademds, la capacidad germinativa
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puede sufrir gravemente a causa de condiciones
inapropiadas de temperatura (Benech-Arnold &
Sanchez, 2004; Guretzky et al, 2004; Leon et al,
2004).

El dimorfismo y el polimorfismo puede permitirles a
las haldfitas responder de formavariadaalos pantanos
salados o a los ambientes desérticos y podrian
proveer oportunidades para el establecimiento de
la plantula y la supervivencia en ambientes salinos
(Khan et al, 2001).

Tipicamente se reportan dos tipos de semillas en el
género Suaeda: las de testa blanda de color café y
las de testa dura de color negro; algunos ejemplos
son: S. moquinii (Khan et al, 2001), S. salsa (Li et al.
2005), S. splendens (Redondo-Gdmez et al., 2008) vy
S. aralocaspica (Wang et al., 2008).

En el presente trabajo se analiza la influencia de NaCl
y diferentes termoperiodos sobre la germinacién de
Suaeda mexicana, que es una planta herbdcea anual
perenne, perteneciente a la familia Chenopodiaceae,
erguida o postrada, glabra o casi glabra, de 20 cm a
| 'm de alto, con ramas ascendentes o divergentes,
flexuosa; hojas lineares cilindricas o a veces algo
aplanadas de 7 a 2,5 cm de largo, mientras que las
inflorescencias son reducidas. El tamafio de la semilla
es de alrededor de | mm, de color negro a rojo
intenso (Rzedowski & Rzedowski, 2005).

Metodologia
Sitio de recoleccion y descripcion de las semillas

La recoleccién de las semillas de S. mexicana se
realizé durante el mes de enero de 2010 en la
Laguna Tepeyahualco (EI Salado), que se encuentra
ubicada al pie del Cerro del Pizarro a una altitud de
2312 metros sobre el nivel del mar (msnm) en el
estado de Puebla, en México (figura I).

Los ejemplares recolectados se depositaron
en la coleccién del herbario TLXM del Centro
de Investigaciones en Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala como respaldo.

En el laboratorio del CIBA-IPN-Tlaxcala se limpiaron
las semillas, pasando pordiferentes tamices,entre ellos
uno de 0,8 mmy otro de 0,5 mm, observandose que
existia variacion en el tamafio, el color y la dureza de
la testa, por lo que se decidié tomar las semillas >0.8
mm y separarlas con ayuda del estereoscopio, para
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Figura |. Laguna de Tepeyahualco (El Salado): a) ubicacion, b) en verano con agua, c) en invierno seca.

obtener tres diferentes tipos de semillas: sin testa,
con testa café y con testa negra. Posteriormente se
secaron y se almacenaron en nuevas bolsas de papel
estraza, en condiciones ambientales durante tres
meses (Herranz et al. 2004).

La temperatura ambiental anual de EI Salado se
obtuvo del promedio de datos de tres estaciones
meteoroldgicas cercanas (Alchichica, Tepeyahualco
y Totalco) de los afos [1971-2001 del Servicio
Meteoroldgico Nacional (2009).

La temperatura varfa de -0.3 °C a 25 °C, con un
valor medio de 13,6 °C. El clima es templado seco,
con verano seco y poca oscilacion térmica (Garcfa,
1988), con una precipitacién anual menor a 451 mm
y una tasa de evaporacién de 1722.53 mm (figura 2).

Prueba de imbibicion

La prueba de imbibicién se hizo para tres tipos de
semillas en el laboratorio, a una temperatura de 25
°C a 28 °C, usando cuatro réplicas de 25 semillas
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Figura 2. Promedio de la precipitacion y temperaturas maximas y minimas de El Salado (promedio de Alchichica,
Tepeyahualco y Totalco de los afios 1971-2001 del Servicio Meteoroldgico Nacional de México, 2009).
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secas de cada tipo. Se pesé la masa seca de cada
grupo de 25 semillas para determinar el tiempo O, y
posteriormente las semillas se colocaron en cajas de
Petri de 9 cm de didmetro con papel filtro VWhatman
de poro medio, saturado con agua destilada.

Después de una hora, las semillas fueron removidas
de las cajas, se pesaron nuevamente y se secaron
con papel filtro, posteriormente se pusieron de
nuevo en las cajas de Petri. Esto se volvid a repetir a
las 3,6,9, 12y 22 horas para determinar la absorcion
de agua. El incremento relativo en peso fresco (Wr)
de semillas estd calculado como Wr = (Wf - Wi) /
Wi)* 100, donde Wi es el peso inicial de la semilla
y W el peso después de un determinado tiempo
(Baskin et al., 2004).

Efecto de la salinidad y temperatura
sobre la germinacion

Antes de someter las semillas a los diferentes
tratamientos, se rompid la tensién superficial con
Tween 80 y se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril. Después se desinfectaron con
cloro comercial al 10% durante 10 minutos en
constante agitacién, en una campana de flujo laminar,
enjuagdndose tres veces con agua destilada estéril.

Ya desinfectadas, se colocaron 25 semillas en cada
caja de Petri de 9 cm de didmetro con dos capas de
papel filtro Whatman de poro medio. Se realizaron
siete tratamientos con diferentes concentraciones
de NaCl (200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM, 1000
mM, 1500 mM y 3000 mM) y un testigo con agua
destilada (0 mM NaCl), agregando 5 ml de cada
solucién (Khan & Gulzar; 2003).

Las cajas se sellaron con Parafilm para evitar la
evaporacion. Se realizaron cuatro repeticiones para
cada tratamiento, considerando esto para someterlas
a tres diferentes termoperiodos (0-20 °C, 5-25
°Cy 10-30 °C) durante 20 dfas con |2 horas de
fotoperiodo, haciendo coincidir la temperatura mds
alta con la luz y la mds baja con la oscuridad, en
cdmaras de germinacién (Scorpion Scientific®); el
termoperiodo y el fotoperiodo se controlaron de
forma manual. Todos los lotes de semillas tratados
de esta forma tenfan la misma edad, descartando
asl que las diferencias en la capacidad germinativa
estuvieran influenciadas por ese factor (Baskin y
Baskin, 1998).
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La tasa de germinacién se estimé utilizando una
versién modificada del indice Timson de velocidad de
germinacién: indice de germinacién lg =3y G/t, donde
G es el porcentaje de germinacion de las semillas a
intervalos de 2 dias y t es el periodo de germinacion
total (Khan y Ungar, 1984), considerando como
germinadas las que tenfan mds de 2 mm. El mdximo
valor posible para los datos usando este indice fue
de 50 (es decir, 1000-20). Cuanto mayor sea el valor,
mds rdpida es la germinacion.

Anadlisis estadistico

Todos los datos se expresaron como media
de la desviacién estdndar (+/- DE). Los datos
se transformaron a arcoseno antes del andlisis
estadistico para la homogeneidad de varianza (no se
transformaron los datos que aparecen en todas las
figuras). Los datos se analizaron usando el programa
estadistico PASW Statistics 18 Versién 18.0.0 para
Windows (SPSS Inc., 2009).

Se utilizé un modelo lineal general (MLG) para el
andlisis de varianza (ANOVA) para comparar los
efectos de los tratamientos. El ANOVA de dos vias se
utilizé para determinar las diferencias significativas en
agua destilada entre la temperatura, el tipo de semillas
y su interaccién; y para determinar las diferencias
entre la salinidad y la temperatura y su interaccién
en semillas sin testa, omitiendo las concentraciones
salinas donde no hubo germinacién. La prueba de
Tukey HSD se utilizé para determinar diferencias
(p< 0.05) entre los tratamientos individuales.

Resultados

Descripcion de las semillas

Suaeda mexicana varia en el didmetro de sus semillas
de 0,5 mm a 0,8 mm, de acuerdo con el tamafio de
los tamices utilizados para separarlas de los restos
vegetales. Para el experimento se utilizaron las
semillas mayores a 0,8 mm, encontrdndose variacion
en el colory la dureza de la testa de la semilla, lo cual
se observé mediante el estereoscopio, obteniendo
tres diferentes tipos de semillas: sin testa, el 24%; con
testa café, el 23%;y con testa negra, el 41% (figura 3).

Prueba de imbibicién

La absorcién inicial de agua manifesté un aumento
en la masa de las semillas sin testa del 28, 1% después
de | hydel 63,1%alas 3 h;se dejé de tomar el peso
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Figura 3. Semillas de Suaeda mexicana a) sin testa, b) de testa café y c) de testa negra.

Figura 4. Curvas de imbibicion de semillas de Suaeda mexicana (semillas sin testa, de testa café y de
testa negra) en agua destilada.‘G’, tiempo en que empieza la germinacion en semillas sin testa.
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debido a que algunas semillas habfan germinado
(figura 4). En las semillas de testa café, después de |
h se registré un aumento en su masa del 24,5%, a las
3 hdel 36%,y alas 24 h del 65,6% (figura 4). En las
semillas de testa negra, después de | h se observd
un aumento en su masa del 17,4%, a las 3 h del 24%
y a las 24 h del 37,7% (figura 4).

Germinacion

Se registrd la germinacion inicial a los 2 dfas en agua
destilada (0 mM NaCl), siendo el termoperiodo de
10 °C/30 °Cen el que se obtuvo el mayor porcentaje
de germinacién, con un 35% en semillas sin testa
(figura 5a), un 15% en semillas de testa café (figura
5b) y un 4% en semillas de testa negra (figura 5¢).
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6
Tiempo (h)

Durante 20 dias de incubacién en agua destilada,
el porcentaje de germinacién acumulada y la
velocidad de germinacion de las semillas sin testa
fue mayor que el de las semillas de testa café y de
testa negra en el termoperiodo 0 °C/20 °C. La
germinacion de semillas sin testa en agua destilada
en un termoperiodo de 0 °C/20 °C se ve menos
afectada, con un 72% de germinacién a los 20 dias
(figura 5a), en semillas de testa café y testa negra
en agua destilada en un termoperiodo de 0 °C/20
°C fue del 7% y 1%, presentandose en los dias 2 y
6 respectivamente, sin modificarse hasta los 20 dias
(figura 5b y ).

El indice de germinacién en agua destilada en el
termoperiodo 0 °C/20 °C de las semillas sin testa
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Figura 5. Porcentaje de germinacion acumulada en agua destilada de Suaeda mexicana. a) semillas sin testa, b) semillas
de testa café y c) semillas de testa negra incubadas a diferentes termoperiodos (0 °C/10 °C, 5 °C/25 °C y 10 °C/30
°C) y sometidas a un fotoperiodo 12:12 (media + DE, n=4). Las letras minUsculas diferentes indican diferencias
significativas en el dia 20 para todos los termoperiodos, de acuerdo con la prueba de Tukey HSD (p<0.05).
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Figura 6. indice de germinacion en agua destilada de Suaeda mexicana, semillas sin testa, semillas de testa
café y semillas de testa negra incubadas a diferentes termoperiodos (0 °C/20 °C, 5 °C/25 °C,y 10 °C/30 °C)
y sometidas a un fotoperiodo 12:12 (media + DE, n=4). Las letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas en el dia 20 para todos los termoperiodos, de acuerdo con la prueba de Tukey HSD (p<0.05).
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Figura 7. Porcentaje de germinacion acumulada de semillas sin testa de Suaeda mexicana en diferentes
concentraciones de NaCl a diferentes termoperiodos a) 0 °C/20 °C, b) 5 °C/25 °Cy c) 10 °C/30 °C, sometidas
a un fotoperiodo 12:12 (media + DE, n=4). Las letras minusculas diferentes indican diferencias significativas en
el dia 20 para todas las concentraciones de NaCl, de acuerdo con la prueba de Tukey HSD (p<0.05).
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fue del 30%, mientras que las de testa café y testa
negra tuvieron solo un 3%y 0,4% respectivamente;
en los termoperiodos de 5 °C/25 °Cy 10 °C/30 °C
en semillas sin testa y con testa café en promedio
fue del 42%, mientras que en las de testa negra fue
del 33% (figura 6).

El ANOVA de dos vias demuestra que aunque los
termoperiodos tienen 20 °C de diferencia entre el dia
y lanoche,y 5 °C entre los diferentes termoperiodos,
la germinacién se ve significativamente afectada
por la temperatura (F=153.2, p<0.001), el tipo de
semilla (F=8.6, p<0.00!) y la interaccién entre la
temperatura y el tipo de semilla (F=8.4, p<0.001),
en agua destilada (cuadro I).

La germinacion inicial de las semillas sin testa se da
a los dos dfas en concentraciones de 200 mM a 600
mM de NaCl en todos los termoperiodos (figura 7a,
by ¢). En concentraciones de 800 mM y 1000 mM
de NaCl, la germinacién inicial es a los cuatro dias
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en los termoperiodos de 5 °C/25 °Cy 10 °C/30 °C
(figura 7b y c);en el termoperiodo de 0 °C/20 °C, la
germinacion inicia a los ocho dfas (figura 7a).

La germinacién inicial en concentraciones de 200
mM a 1000 mM de NaCl varfa de un 3% a un 26%
(figura 7a,b y c); el mayor porcentaje de germinacion
inicial se registré en el termoperiodo de 0 °C/20 °C
a 200 mM (figura 7a). Las semillas sin testa tienen
una germinacién en promedio del 13% en 1000 mM
de NaCl en todos los termoperiodos a los 20 dias
(figura 7a,b y c).

Las semillas sin testa tienen la capacidad germinar a
0 mM a 1000 mM de NaCl. El ANOVA de dos vias
mostré que la germinacién fue significativamente
afectada por la temperatura (F=68.4, p<0.001),
salinidad (F=261.7, p<0.001) y la interaccién entre
la temperatura y la salinidad (F=114.6, p<0.001)
(cuadro 2), lo que sugiere que las semillas sin testa
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Cuadro |.ANOVA de 2 vias para determinar los efectos de la temperatura y del tipo de semilla y
sus interacciones en la germinacion en agua destilada de las semillas de Suaeda mexicana.

Suma de Media

cuadrados tipo gl - F p=<0.05
" cuadratica

Temperatura (T) 9.600 2 4.800 153.297 0.000
Tipo de semilla (TS) 0.540 2 0270 8616 0.001
TxTS 1.059 4 0.265 8453 0.000

Error 0.845 27 0.031

Total 12,043 35

Cuadro 2. ANOVA de 2 vias para determinar los efectos de la temperatura y la salinidad y
sus interacciones en la germinacién de semillas café claro de Suaeda mexicana.

Suma de Media

cuadrados tipo gl r F p=0.05
" cuadratica

Temperatura (T) 1.020 2 0.510 68.406 0.000
Salinidad (S) 9.760 5 1.952 261.732 0.000
TxS 1.091 10 0.109 14.635 0.000

Error 0403 54 0.007

Total 12274 71

tienen la capacidad de germinar inmediatamente
después de desprenderse de la planta.

La germinacion de semillas de testa café a 600 mM
en un termoperiodo de 5 °C/25 °C fue del 3% a
los 20 dias (cuadro 3) y su germinacién inicial se
da a los 10 dias; en estas mismas condiciones las
semillas sin testa tienen una germinacién del 35% a
los 20 dfas (cuadro 3), mientras que las semillas de
testa negra no registraron germinacién en ninguna
concentracion salina.

Discusion

La evolucidn de mecanismos para la supervivencia
en ambientes impredecibles y estresantes en plantas
haldfitas ha llevado al desarrollo de una serie de
cambios en su morfologia y fisiologia (Kan et al,
2001), que se ven reflejados en el dimorfismo vy
polimorfismo de las semillas de diferentes géneros

53

de haldfitas, incluyendo Suaeda: S. moquinii (Khan
et al, 2001), S. salsa (Li et al, 2005), S. splendens
(Redondo-Gémez et al, 2008) y S. aralocaspica
(Wang et al., 2008).

En todas las especies solo se mencionan dos tipos
de semillas: las blandas de color café y las duras de
color negro. En S. mexicana las semillas son de dos
tipos: sin testa y con testa, dicha variacion permite
que esta especie responda de forma distinta a las
condiciones ambientales durante la germinacion y el
establecimiento de la pldntula en suelos salinos.

Li et al. (2005) y Wang et al. (2008) encontraron
que las semillas de color café absorben el agua mds
rdpidamente que las de color negro. En las semillas
de S. mexicana existe un comportamiento similar; ya
que en las semillas sin testa absorben el agua mds
rdpidamente, germinando a las 6 horas; sin embargo,
a pesar de que las semillas con testa café y negra
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Cuadro 3. Efecto de la temperatura en la germinacion de semillas de Suaeda mexicana en diferentes concentraciones de NaCl.

Termoperiodo Tipo de Concentracion de NaCl (mM)
(9 semilla 0 200 \ 400 | 600
0:20
Sin testa 72+6.5a 30469 a 20456 a 2048 a
Testa café 7+2b 0+0b 0+0b 0+0b
Testa negra [£2b 0£0 b 0+0b 0+0b
5:25
Sin testa 98+4 a 50+69 a 40+32a 35+38a
Testa café 97+6a 4+32b I+2b 3+2b
Testa negra 97+£38a 0£0 b 0+0b 0+0b
10:30 Sin testa 95+5a 83+38a 36+32a 35+6.8 a
Testa café 9645.6 a 21+£38b 0+0 b 0+0b
Testa negra 96£3.2 a 0£0 ¢ 0+0b 0+£0b

- Los valores se expresan en porcentaje (%) y son medias £ DE (n = 4).

- Las letras minusculas diferentes indican diferencias significativas en el dia 20 para los diferentes tipos de

semillas en cada termoperiodo, de acuerdo con la prueba de Tukey HSD (p<0.05).

de S. mexicana son menos permeables al agua,
tienen una germinacion inicial a los dos dfas en los
termoperiodos de 5 °C/25°C y 10 °C/30 °C en
agua destilada.

La temperatura es un factor critico durante la
germinacion, que influye especialmente en la
velocidad de esta; ademds, la capacidad germinativa
puede sufrir gravemente a causa de condiciones
inapropiadas de temperatura (Benech-Arnold &
Sanchez, 2004; Guretzky et al, 2004; Leon et dl,
2004).

Enla germinacion de S.mexicana la temperatura juega
un papel importante, ya que los tres tipos de semillas
tienen una germinacién =9 1% en los termoperiodos
mas altos de 5 °C/25 °C y 10 °C/30 °C en agua
destilada, teniendo diferencias significativas en los
tres tipos de semillas (p<0.005) con respecto a los
termoperiodos.

En el termoperiodo mas bajo, de 0 °C/20 °C, es
afectada en combinacidn con la testa, esto se refleja
en semillas sin testa donde hay una germinacion del
72%, mientras que las de testa café y negra es <7%,lo
que sugiere que las semillas sin testa de S. mexicana
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tienen la capacidad de germinar en un amplio rango
de termoperiodos.

La variacién de la temperatura en condiciones
de salinidad tiene diferentes efectos sobre la
germinacién de las plantas haldfitas y podrfa
deberse a las condiciones ecoldgicas del hdbitat al
que pertenecen (Khan & Ungar 1996). De acuerdo
con Garcfa (1988) S. mexicana pertenece a un clima
templado seco, siendo afectada la tolerancia a la
salinidad en la germinacién por el termoperiodo
mas bajo.

Los termoperiodos y las diferentes concentraciones
de NaCl influyen en la germinacion inicial de semillas
sin testa de S. mexicana; iniciando a los dos y cuatro
dfas en los termoperiodos de 5 °C/25 °C y 10
°C/30 °C y a los 8 dfas en 0 °C/20 °C en 1000
mM de NaCl, con una germinacién a los 20 dfas
en promedio del 3% en todos los termoperiodos,
teniendo los porcentajes mds altos de germinacion y
del indice de germinacién en los termoperiodos de
5°C/25°Cy 10°C/30 °C.

Las semillas de testa café y negra son las mds
afectadas por la salinidad, principalmente las de
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color negro, donde no hay germinacién en ninguna
concentracion salina, mientras que en las de color
café hay una germinacién a los 20 dias del 3% a 600
mM de NaCl en el termoperiodo de 5 °C/25 °Cy
del 21% a 200 mM de NaCl en un termoperiodo de
10 °C/30 °C.

La variacion de la tolerancia a la salinidad en otras
especies del género Suaeda: S. japonica (900 mM)
(Yokoishi & Tanimoto 1994), S. fruticosa (500 mM)
(Khan & Ungar 1998), S. moquinii (1000 mM) (Khan
et al. 2001), S. salsa (1200 mM) (Li et al. 2005) y S.
aralocaspica (1400 mM) (Wang et al. 2008), siendo
la germinacién mds alta en semillas cafés en especies
que tienen polimorfismo; estos resultados coinciden
con Suaeda mexicana.

Después de someter S. mexicana a los tratamientos
de salinidad y agua destilada, los resultados coinciden
con los trabajos realizados por Woodell (1985),
Khan y Ungar (1997), Houle et al. (2001) y Khan 'y
Gulzar (2003), que han puesto de manifiesto que la
mayorfa de las especies haldfitas germinan mejor en
agua dulce que en agua salada.

Guan et al. (2010) sugieren que S. corniculata y S.
salsa pueden ser utilizadas como plantas pioneras
para la recuperacién ecoldgica y la explotacidn
de los suelos salinos y sédicos, teniendo una
menor tolerancia a la salinidad (500 mM NaCl) y
recuperacion con respecto a S. mexicana, por lo que
serfa recomendable usarla con este fin en México.

Con base en los resultados, es posible concluir
que la temperatura, la salinidad y el tipo de semilla
y sus interacciones juegan un papel importante
en la germinacién de S. mexicana, permitiéndole
establecerse en diferentes épocas del afio.

Bibliografia
Badgen, KS. & Ungar, LA (1989). The effects of salinity
and temperature on the germination of the inland

halophyte Hordeum jubatum. Canadian Journal = of
Botany 67: 1420-1425.

Baskin C.C.& BaskinJ.M.(1998).Seeds: Ecology, biogeography,
and evolution of dormancy and germination. USA: Acad.
Press.

Baskin, J. M.; Davis, B. H,; Baskin, C. C,; Gleason S. M. &
Cordell, S. (2004). Physical dormancy in seeds of
Dodonaea viscosa (Sapindales, Sapindaceae) from
Hawaii. Seed Science Research 14:81-90.

55

Benech-Arnold, R. & Sénchez RA. (2004). Handbook of
seed physiology: Applications to agriculture. New York:
Food Products Press.

Chapman, VJJ. (1960). Salt marshes and salt deserts of the
world. New York: Interscience Publishers.

FAO (2007). FAO Land and Plant Nutrition Management
Service. Sitio oficial en linea. Obtenido desde: http:/ /
www.fao.org/ag/agl/agll/spush

Garcia, E. (1988). Modificaciones al Sistema de Clasificacién
Climdtica de Képpen (para adaptarlo a las condiciones
de la Repblica Mexicana). México: Garcfa.

Gutterman, Y. (1993). Seed Germination of Desert Plants.
Springer (Adaptations of Desert Organisms). New
York: Springer-Verlag.

Guretzky, J. A; Moore, K. J; Knapp, A. D. & Brummer E.
C. (2004). Emergence and survival of legumes seeded
into pastures varying in landscape position. Crop
Science 44, 227-233.

Herranz, J. M, Ferrandis, P & Copete, M. A. (2004).
Germinacién de tres haldfitos amenazados en
Castilla-La Mancha en condiciones de estrés salino. Inv.
Agr. Prod. Prot. Veg. 13(2): 357-367.

Huang, Z. & Gutterman, Y. (1998). Artemisia monosperma
achene germination in sand: effects of sand depth,
sand/water content, cyanobacterial sand crust and
temperature. Journal of Arid Environments 8: 27-43.

Huang, Z.& Gutterman,Y. (1999). Germination of Artemisia
sphaerocephala (Asteraceae) occurring in the sandy
desert areas of Northwest China. South African Journal
of Botany 65: 187-196.

Keiffer, C. H. & Ungar, . A. (1997).The effect of extended
exposure to hypersaline conditions on the germination
of five inland halophyte species. American Journal of
Botany 84: 104-111.

Keiffer, C.H.& Ungar, |.A. (2001).The effect of competition
and edaphic conditions on the establishment of
halophytes on brine effected soils. Wetland Ecology
and Management 9:469-48 1.

Khan, M. A. & Ungar I. A. (1984). Effects of salinity and
temperature on the germination and growth of
Atriplex triangularis Willd. American Journal of Botany
71:481-489.

Khan, M. A. & Ungar . A. (1998). Germination of salt
tolerant shrub Suaeda fruticosa from Pakistan: Salinity
and temperature responses. Seed Science and
Technology 26: 657-667.

Khan, M. A.; Gul, B. & Weber, D. J. (2001). Germination of
dimorphic seeds of Suaeda moquinii under high salinity
stress. Australian Journal of Botany 49: 185-192.



Khan, M. A;; Gul, B. & Weber, D.]. (2002). Seed germination
in the great basin halophyte Salsola iberica. Canadian
Journal of Botany 80: 650-655.

Khan,M.A.& GulzarS.(2003). Light, salinity,and temperature
effects on the seed germination of perennial grasses.
American Journal of Botany 90: 131-134.

Khan, M. A. & Gul, B. (2006). Halophyte seed germination.
En: Khan, MA. & Weber, D). (eds.). Ecophysiology of
high salinity tolerant plants. Netherlands: Springer.

Leon, R. G,; Knapp, A. D. & Owen, M. D. K. (2004). Effect
of temperature on the germination of common
waterhemp (Amaranthus tuberculatus), giant foxtail
(Setaria faberi) and velvetleaf (Abutilon theophrasti).
Weed Science 52: 67-73.

Li, W. Q;; Liu, X J; Khan, M. A. & Yamaguchi, S. (2005). The
effect of plant growth regulators, nitric oxide, nitrate,
nitrite and light on the germination of dimorphic seeds
of Suaeda salsa under saline conditions. Journal of Plant
Research |18:207-214.

Ortiz, OM. (1992). Distribucién y extensién de los suelos
afectados por sales en México y en el mundo. México:
Publicaciones del Depto. de Suelos, UACH, Chapingo.

Redondo-Gdmez, S.; Mateos-Naranjo, E; Cambrollé, |;
Luque, T; Figueroa, M.E. & Davy, AJ. (2008). Carry-

56

Tecnologia en Marcha,
Vol. 25, N° 3, Julio-Setiembre 20121 69

over of Differential Salt Tolerance in Plants Grown
from Dimorphic Seeds of Suaeda splendens. Annals of
Botany 102: 103-112.

Rzedowski, G. C.& Rzedowski, J. (2005). Flora Fanerogdmica

del Valle de México. (2a. ed.). México: Instituto de
Ecologia, A. C.y CONABIO.

Servicio Meteoroldgico Nacional de México. (2009). Sitio

oficial en linea. Obtenido desde: http://smn.cna.gob.
mx/

SPSS Inc. (2009). PASW Statistics 18 Versién 18.0.0 para

Windows. SPSS Inc., USA.

Ungar, LA, (1995). Seed germination and seed-bank ecology

of halophytes. En: Kigel, ]. & Galili, G. Seed Development
and Germination. New York: Marcel and Dekker Inc.

Wang, L; Huang Z; Baskin, C. C,; Baskin, J. M. & Dong,

M. (2008). Germination of Dimorphic Seeds of
the Desert Annual Halophyte Suaeda aralocaspica
(Chenopodiaceae),a C4 Plant without Kranz Anatomy.
Annals of Botany 102:757-769.

Yokoishi, T. & Tanimoto, S. (1994). Seed germination of the

halophyte Suaeda japonica under salt stress. Journal of
Plant Research 107: 385-388.



CAPITULO 3

57



Diversidad microbiana haléfila asociada a quenopodiaceas del
desierto y su potencial promotor del crecimiento vegetal

Isolation and characterization of desert chenopod-associated bacteria and
their potential for plant growth promotion

Angelica Ruiz-Font*", Mary Lucero®*

'Instituto Politécnico Nacional, Centro de Investigaciéon en Biotecnologia Aplicada,
Posgrado en Biotecnologia Productiva. Ex Hacienda San Juan Molino, Tepetitla,
Tlaxcala. 90700.

’Doctorado en Ciencias Naturales para el Desarrollo, Universidad Nacional de Costa
Rica.

®Bidlogo de Sistemas, End-O-Fite Enterprises LLC, Vado, New Mexico, 88072
“Retirado Bidlogo molecular de investigacion, USDA-ARS Jornada Experimental
Range, Las Cruces, New Mexico, 88003.

*Email del autor para correspondencia afont@ipn.mx

ABSTRACT

Plant associated microbes may help mediate drought and salt stress. We analyzed
rhizospheric, soil and leaf litter microbial communities associated with two saline-
adapted chenopod plants, Suaeda mexicana, from central Mexico and Atriplex
canescens, from the Chihuahuan Desert region of the United States. In order to
characterize the cultivable microbial community, samples were processed and
analyzed by traditional surface spread plating methods on sixteen different culture
media containing either 4% or 10% NaCl (w/v). 43 morphotypes were selected,
analyzed by amplification and sequencing of 16S rDNA.
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PCR products from Atriplex isolates were homologous to sequences of the bacterial
genera Penibacillus, Streptomyces, Promicromonospora, Rhodococcus, Bacillus and
Pseudomonas, and the fungal genus Aspergillus. Sequences homologous to the
genera Artrhobacter, Streptomyces, Nocardia, Cellulosimicrobium, Pseudomonas
and Bacillus were amplified from Suaeda isolates. Each morphotype were used for
the inoculation of axenically grown Amaranth spp seedlings and plant growth
promotion was evaluated. One third of the isolate microbes showed improving plant
growth.

Keywords: Aftriplex, endophyte, growth-promotion, microbial-diversity, Suaeda.

RESUMEN

Los microorganismos asociados a las plantas pueden ayudar a mediar el estrés
seco y salino. Se analizaron las comunidades microbianas de la suelo, rizosfera,
hojarasca y de la hoja, asociadas con dos plantas de Chenopodiaceae adaptadas a
la solucion salina, Suaeda mexicana, del centro de México y Atriplex canescens, de
la region del desierto de Chihuahua de los Estados Unidos. Con el fin de caracterizar
la comunidad microbiana cultivable, las muestras se procesaron y analizaron
mediante métodos tradicionales de extension de superficie extendida sobre dieciséis
medios de cultivo diferentes, conteniendo cada uno 4% o 10% de NaCl (p / v). Se
seleccionaron 43 morfotipos, se los ejecutd con PCR, se realizd la amplificacion de
16S rADN usando los pares de cebadores F984GC-R1378 para bacterias y ITS1F-
ITS4 para el unico aislamiento fungico.

Los productos de PCR de los aislamientos A. canescens fueron homologos a
secuencias de los géneros bacterianos  Penibacillus,  Streptomyces,
Promicromonospora, Rhodococcus, Bacillus y Pseudomonas, y el género de hongos

59



Aspergillus. Se amplificaron secuencias homodlogas a los géneros Artrhobacter,
Streptomyces, Nocardia, Cellulosimicrobium, Pseudomonas y Bacillus a partir de
aislados de S. mexicana. Se utiliz6 cada morfotipo para la inoculacion de plantulas
de Amaranto spp cultivadas axénicamente y se evalué la promocién del crecimiento

de las plantas.

Palabras clave: Atriplex, diversidad microbiana, endofitos, regulador de crecimiento
vegetal, Suaeda.

1. INTRODUCCION

Una tercera parte de los biomas terrestres son considerados como desiertos
(también denominadas zonas aridas). El clima seco y muy seco, caracterizado por
una baja precipitacion y altas temperaturas generan ecosistemas unicos con
temperaturas extremas que pueden variar hasta 30 grados centigrados en 24 horas
(Fredrickson et al.,1998).

En México, el clima seco y muy seco ocupan el 49.1% de la superficie,
abarcando la mayoria del norte del pais. En esta regién se encuentran amplias
zonas aridas o desérticas y semiaridas o esteparias que ocupan mas del 60% del
territorio y, estan presentes en mas de 20 estados (Trejo, 1999). En lo que respecta
a la produccidn en esas zonas encontramos que el uso potencial agricola esta
estructurado por la clase de capacidad de uso agricola, por la aptitud para el
desarrollo de cultivos, la aptitud para la labranza y la aptitud para la implantacion de
obras para riego. En relacion a eso, en las zonas de climas aridos se situan las
principales zonas irrigadas de México, con una importante produccidén agricola,
destacando la siembra de maiz y trigo, en el que dos tercios de la produccion de
maiz bajo riego se obtienen en estas regiones (INEGI, 2003).
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En las zonas secas de México podemos encontrar vegetacion de tipo pastizal,
matorral, chaparral, y vegetacion haldfita, también selva baja caducifolia y selva baja
espinosa (Leopold, 1950). La vegetacién haldfita prospera en habitats salinos y
yesosos presentes en zonas aridas y semiaridas y en zonas litorales las cuales
ocupan 10,000 km? del pais. Se reportan en México aproximadamente 650 especies
de haldfitas y cerca de 300 gipsdfilas (Valdés & Flores, 1986).

Chenopodiaceae es una familia de plantas cosmopolitas que se caracterizan
por su adaptacion a tolerar condiciones extremas de salinidad y sequia. Son
principalmente hierbas anuales o perennes, y en mucho menor medida arboles. Se
encuentran comunmente en marismas templadas, en areas desérticas, semi
desérticas y en habitats perturbados por el hombre, por ejemplo terrenos baldios.
Frecuentemente forman parte de la vegetacion haldfita y en algunas areas forman
extensas comunidades, en forma individual o en asociacién con otras plantas
(Chapman, 2013). Las semillas en las especies de Chenopodiaceae exiben variedad
de mecanismos de germinacion y dormancia, su fruto es usualmente de una sola
semilla y presenta utriculo de paredes delgadas (James et al. en Tiedemamn
1983)

Chenopodiaceae es una de las 11 familias del orden Caryophilalles, se ha
dividido en dos o tres subfamilias basadas en caracteristicas del embrion,
endospermo, flores y frutos, incluye 100 géneros con 1200-1500 especies
(Cronquist, 1981), Ademas sus especies tienen diversidad en las vias fotosintéticas
y en la estructura anatomica para la asimilacion de CO,. Cuatro tribus, entre ellas
Suaedeae y Atripliccae presentan ambos tipos de fotosintesis (C3 y C4)
(Voznesenskaya et al., 2001), ésta caracteristica se ha aprovechado para estudiar
ampliamente las diferentes vias, sobre todo de tipo C4 en el género Atriplex
(Downie et al. 1997). También se han encontrado casos de Fasciacion en la familia,
los cuales son poco comunes y solo se reportan en el género Chenopodium (White
1948 en Flores Olvera H. 1994) y mas recientemente en Afriplex elegans (Flores,
1994) recolectado en el oeste de México.
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Chenopodiaceae frecuentemente se maneja bajo sinonimia con Amaranthaceae,
debido a la cercana relacion filogenética basada en caracteres sinapomorficos tales
como caracteristicas florales, morfologia del polen, y embriologia, apoyados por
analisis moleculares, sin embargo ésta relacion aun no esta esclarecida (Kadereit, et
al., 2003).

La distribucién de la familia esta condicionada por su capacidad de crecer en
ambientes salinos. Aunque son cosmopolitas tienen mayor diversidad en Norte
América, Australia, Asia Central, y en menor medida en Sur América y en el
Mediterraneo. En México se le puede encontrar como una de las principales familias
que componen los pastizales halofitos del noreste y centro de México (Sanchez &
Ruiz 2012).

El cambio de uso del suelo y la desertificacion permanece como un problema
global ambiental relacionada con la perdida de suelos (Matson, et al.,, 1997) y los
microorganismos juegan un papel para ayudar a combatir este destructivo proceso y
para rehabilitar habitas que han sido desforestados. La estabilidad de los suelos es
mejorada por la formacion de los agregados que se desarrollan por las hifas de
hongos y polisacaridos de origen microbiano. Varios microorganismos incluyendo
algas bacterias y hongos filamentosos pueden participar en la agregacion de
particulas de suelo en zonas desérticas, también liquenes y cianobacterias son
particularmente importantes (Lucero, et al. 2014).

La diversidad microbiana es un componente esencial de la biodiversidad y
por desgracia no estamos generando suficiente informacion para conocerla y
utilizarla de forma sustentable. Al contrario estamos haciendo que esta diversidad
se vea decrementada. Sin la biodiversidad microbiana los humanos y los
ecosistemas estan en riesgo ya que se reducen las posibilidades de hacer frente al
estrés ambiental incluyendo el calentamiento global o en esta poza de recursos
bioldgicos podria encontrarse la cura para muchas enfermedades; y por desgracia la
estamos perdiendo (Lucero, 2014)
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Este proyecto tiene por objetivo evaluar la diversidad cultivable de dos
especies haldfilas que se encuentran en zonas desérticas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Zona de muestreo

Este estudio de desarrollé en dos sitios desérticos. El sitio localizado en el desierto
de Chihuahua pertenece a La Jornada Experimental Range (JER), del Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (Jornada Basin Long Term Ecological Research)
en el sur de Nuevo México (32°37' N, 106°40'W a 1260msnm). La JER tiene 100,000
ha destinadas a la investigacion las cuales se ubican dentro del desierto de
Chihuahua. El promedio anual de lluvia es 246 mm que es altamente viariable afo
con afio con mas de la mitad de la precipitacidon ocurriendo entre Julio y Octubre. La
media maxima de temperatura se registra en Junio con 26° y la minima en Enero
con 4°. Los suelos son arenosos-limosos a limosos con incrustaciones de capas de
carbonato de calcico a una profundidad de entre 15 a 50cm. (Peters, 2006). Se
ubicaron poblaciones de Atriplex que tienen registros de registro de largo plazo con
el fin de enriquecer éste estudio con datos previos.

En México, se seleccion6 una regidn caracterizada como alcalo-salina, es la
Cuenca Oriental de México ( 19° 27° N, 97° 26'W y 2370msnm). Se trata de una
cuenca endorréica, de aproximadamente 4982 km2, localizada en el sureste del
Altiplano Mexicano; situada entre el Eje Neovolcanico y el sureste de la Sierra Madre
Oriental. Comprende los llanos de San Juan y San Andrés. Predominan suelos con
sustrato calizo, con pH que puede variar de 8 a 11. Especificamente el area del
proyecto estaba aledafia a la laguna El Salado que es un cuerpo de agua de
temporal que se forma en época de lluvia, y con esta se asegura el cantidad de
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humedad para los campos de nopal (Opuntia spp) que le rodean. La extension es

de aproximadamente 5000 ha (figura 1).

Figura 2. Ubicacion de las dos zonas de muestreo de Suaeda spp en el centro de
México y Atriplex spp en el Desierto de Chihuahua en Nuevo México

2.2 Colecta y tratamiento de la muestra

En cada sitio se colectaron muestras de suelo rizosférico, no rizosferico, hojarasca
(litter) y semillas. En cada caso se tomaron muestras de tres plantas distintas para
formar una muestra compuesta. La muestra de suelo rizosférico consiste en que en
la base de la planta seleccionada se cava un hoyo de entre 20 a 30 cm y se extraen
500ml de suelo por planta. Esto mismo se realiza a metro y medio lejos de la planta

para conformar la muestra de suelo no rizosférico. El litter u hojarasca se colecta
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con ayuda de una pala plana evitando la colecta de suelo y la semilla se colecto
directamente de la planta. La muestra es refrigerada a 4°C hasta el procesamiento.

2.3 Analisis de Diversidad Cultivable y efecto promotor

2.3.1 Cuenta viable
En un frasco Erlenmeyer de 250ml conteniendo 90ml de una solucion de buffer de
fosfatos ph 8 se adicionan 10 gr de la muestra y 25ul de tween80. El frasco se deja
en agitacién (150rpm) por 1hr, para después dejar en reposo por 15 min. A esta
suspension se realizan diluciones seriadas con el fin de conocer la cuenta viable
microbiana.
Para determinar el numero de microorganismos por muestra se realizé el método de
plaqueo en superficie en los siguientes medios: agar papa-dextrosa (PDA), medio
modificado R2A, un medio modificado de casaminoacidos (mCAT), todos
preparados con concentraciones de sal que van de 4 al 10% (Skerman, V. 1967 y
Litchfield, 2004). También se utilizé un medio bajo en nutrientes, especial para
organismos oligotroficos, el medio Bushnell-Hass suplementado con acetato y acido
piravico (medio BHAP). Las muestran se incubaron a temperatura ambiente y a
37°C por cuatro semanas.
Cada placa fue evaluada de acuerdo a la pigmentacion y tamafo de la colonia
teniendo como datos las unidades formadoras de colonias (UFC) y los morfotipos
derivados del analisis de microscopia estereoscopica.
Los resultados se reportaron en tablas que se denominan Analisis de las
comunidades microbianas de suelo, de rizosferas y de bacterias endofiticas de
plantas silvestres asociadas a un gradiente salino y alcalino; que contiene el conteo
directo, la diversidad de morfotipos coloniales de microorganismos, hongos y
bacterias cultivables, presentes en suelos, rizosferas y tejidos vegetales de los sitios

y especies de plantas seleccionados.

65



2.3.2 Evaluacion de factores que afectan la recuperacion de diversidad
cultivable

Con el de definir cuales serian lo mejores medios para hacer la evaluacion de
diversidad cultivable, los morfotipos fueron sembrados en 20 diferentes medios, son
cinco medios base diluidos, con y sin cloruro de sodio al 4% y 10%. Los medios
utilizados son ALP, MCAT,R2A, PDA, C-zapeck.

Cada uno de los morfotipos se siembra en cada uno de los 20 medios para evaluar
su crecimiento, el cual se hace en una escala del 0 al 6 de acuerdo a su crecimiento
a los dias. Las condiciones de incubacion fueron en camara que estaba a 25
grados.

2.3.3 Identificacion de diversidad cultivable

Extraccion de ADN y PCR con primers 16s. Cada morfotipo fue procesado para
extraccion de ADN utilizando el sistema comercial de extraccion de ADN (MoBio,
Carlsbad, CA). La cantidad total de ADN fue medido con un fluorometro (Qubit).

Los genes 16sARN de cada morfotipo fueron amplificados en una mezcla de
reaccion que contenia 100ng de templado de ADN templado, el amortiguador PCR
(10mM Tris-HCI [pH 8.3], 50mM KCI, 2mM MgClz,and 0.001% [w/v] gelatina), 2mM
dNTPs, 5pM de cada primer (F y R) 2.5U de la polimerasa AmpliTaqGold (Perkin
Elmer). Al final el volumen se ajustéo a 50ul con agua destilada.

Los primers utilizados fueron el universal de bacterias 1387R (5'-
GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’) y el 63F (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3).
El protocolo del PCR es el siguiente, temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°
C por 5min, seguido de 30 ciclos de 94° C for 45s, 55° C por 45s,y 72° C por 90s.
Al final un paso de extension 72°C por 7miny se mantiene a 4°C.
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2.3.4 Secuenciacion de los productos de amplificacién

Los productos de amplificaciéon fueron purificados con un sistema comercial
(QlAquick PCR purification kit de Westburg) de acuerdo con la metodologua del
manufacturador. Las reacciones de secuenciacidon se realizaron con equipo el
sistema comercial Big Dye terminator cycle sequencing kit v1.0 o v1.1 (Applied
Biosystems). Los productos del ciclo seco fueron resuspendidos en 25ul de reactivo
supresor del templado (applied Biosystem) y poseriormente analizado en el
analizado ABI Prism 310 (Applied Biosystems) de acuerdo con la metodologia del

vendedor.

2.3.5 Andlisis de secuencias
Los datos crudos de las secuencias fueron analizados con software Sequence
Analysis v3.3 y con el Factura Software v2.2 (Applied Biosystems). Las secuencias
de ambas hebras (forward y reverse) fueron alineados con el software AutoAsambler
v2.1 y editadas para resolver discrepancias por electroferogramas. La doble
secuencia consenso fue utilizada para la comparacion con las secuencias de la base
de datos GenBank (version del afio 2012) usando la herramienta de alineamiento
local basico (BLAST; http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), donde las secuencias
con el porcentaje mas alto de alineacidn son las que fueron reportadas. Las
secuencias identificadas en este estudio fueron depositadas en el GenBank bajo el
siguiente numero de accesos JN627161, JN627162, JX908004, JX908005,
JX908006, JX908007, JX908008.
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2.3.6 Bioensayo
2.3.6.1 Tratamiento de las semillas para cultivo axénico

La especie utilizada para el bioensayo fue amaranto (Amaranthus spp) de la marca
comercial arrowhead mills de Estados Unidos. La semilla se lavé en la campana, se
adicioné agua estéril a un tubo falcon también estéril y se adicioné una gota de
jabén liquido tricloro. Se agitdé para hacer espuma y después se adiciono la semilla
de amaranto. Se agito por cinco minutos, se decanto el agua con jabdn y se lavo la
semilla tres veces con agua estéril. Después se hizo una desinfeccion con alcohol al
70% que se mantuvo en lavado por 30 segundos, se decanté en coladera esteril y se
enjuago con agua esteril en dos ocasiones.

Con la ayuda de un asa de microbiologia, que se esterilizd por calor (flamear el asa),
se dejo enfriar y después se introdujo en las semillas recién lavadas. Varias semillas
se quedan pegadas al asa y de esta forma se va distribuy6 entre 50 y 60 semillas en
cada placa de agar — agua (8gr de agar por litro). Se sellaron con parafilm, se
cubrieron con papel aluminio y se dejaron germinar a 25 grados y a temperatura

ambiente.
2.3.6.2 Bioensayo

Poner la arena silica en un recipiente y lavar con agua de la llave para eliminar
polvo. Decantar el agua. Agregar HCI 0.1 molar hasta cubrir completamente la
arena, tapar el recipiente y dejar en campana de extraccion de vapores toda la
noche. Al siguiente dia decantar el acido y enjuagar con agua de la llave tres o
cuatro veces hasta que ya no tenga olor a acido. Poner la arena en el refractario y
poner a secar en horno a mas de 100 grados.

La arena una vez que enfrio se deposita en cajas magenta. Aproximadamente 25
gramos por caja o hasta la marca de llenado que trae la caja de fabrica. Esterilizar
dos veces.

Preparar los componentes de la solucion Hoagland, la cual se usa al 10%, es decir
es una solucion diluida 1/10 y se le adiciona NaCl al 0.5% (Conductividad 10.5 dS/m)
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para usar una solucion salina en el bioensayo. Alternativamente se puede usar la
solucion Benes que tambien es una solucion salina.

Una vez que estan frias las soluciones después de esterilizar una vez, se procede a
poner exactamente la misma cantidad de liquido en cada caja magenta, tratando de
que toda la arena quede mojada y que esta quede en estado de “capacidad de
campo” es decir que toda el agua queda retenida en la arena, al ladear la caja no
hay escurrimiento.

Seleccionar las cajas con semillas de amaranto que no tienen ni una sola
contaminacion. Una vez que esta germinada la semilla, que ya se puede ver la
radicula y abiertos los cotiledones (hojitas apicales) procedemos a sembrar cuatro
plantas por caja. Seleccionar las que se vean mas vigorosas. La caja magenta con
la arena ya debe contener la solucion.

De cada uno de los seis tratamientos (son cinco mas el control, dan seis) se deben
hacer diez cajas magenta. La mitad de cada tratamiento (Cinco cajas) se colocan
en la camara de crecimiento vegetal (a 25° C, con 16 horas luz y 8 de oscuridad) y
la otra mitad se deja a temperatura ambiente en un lugar dentro del laboratorio
donde les de la luz y este libre de polvo.

Se registra cada tercer dia la sobrevivencia y el crecimiento de las plantulas de
amaranto.

Inoculacion. Cada una de las cepas es crecida en medio MCAT liquido hasta
alcanzar la DO deseada. A cada planta se le inoculan 50ul.

A los quince dias se evalu6 el crecimiento de cada caja mediante el area foliar. Se
fotografiaron con una camara olympus. Las imagenes fueron importadas al
programa Adobephotoshop 5.5 y el area de cada caja fue evaluada mediante la
funcién de histograma, las areas con el pixel de interés se calibraron utilizando el

total del area de caja como area de estudio.

2.4 Analisis de diversidad microbiana NO cultivable (analisis molecular).
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El proceso conocido como analisis de metagenoma del microbioma asociado a las
plantas quenopodiaceas se resume en la figura 2.

Aislamiento de ADN total de las muestras
(PowerSoil MoBio)

Cuantificacion de ADN

(Fluorometro Qubi)

Muestras compuestas de cada muestra
(Diez muestras compuestas en total)

bTEAFP-Pirosecuenciamiento
(plataforma Titanium)

Filtrado de calidad
(eliminacion de codigos de barras y primers, eliminacion
de secuencas cortas, menores a 300pb, eliminacién de
quimeras

Aglomerado de secuencias consenso
\ (CD-HIT-454 Version 4.5.3)

Alineacion
(BLAST a través de base datos CAMERA con
parametros estandard de NCBI)

N

\ Visualizacién de resultados

(Megan version 4.70.4 y ClustalWw 2.0)

Figura 3. Proceso para andlisis bioinformatico del microbioma de plantas
quenopodaceas de este estudio.

utilizados para evaluar por pirosecuenciacion y en en el sistema de Electroforesis de

gradiente desnaturalizan (DGGE) por sus siglas en inglés.

2.4.1. Extraccion y ampliacion de ADN total.
Los extractos de ADN total de cada muestra de suelo y hojarasca (litter) fueron
utilizados para evaluar por pirosecuenciacion y en en el sistema de Electroforesis de

gradiente desnaturalizan (DGGE) por sus siglas en inglés.
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La extraccion de ADN total se hizo utilizando el kit de extraccion standart de ADN
total (MoBio, Carlsbad, CA). EI ADN total fue cuantificado mediante fluorometro
(Qubit) para registrar la concentracion y se envi6 al servicio de pirosecuenciamiento
de la Universidad Estatal de Nuevo México en las Cruces.

2.4.2. Andlisis de secuencias por pirosecuenciacion

Los datos crudos del pirosecuenciacion fTEFAP se analizaron en base a las
puntuaciones de calidad y agrupada en las colecciones de muestras individuales.
Los archivos en formato FASTA de una sola muestra se combinan en un conjunto de
datos y se sometieron a analisis de clusters (CD -HIT -454 4.5.3, Niu et al., 2010),
utilizando la infraestructura cibernética Comunidad de avanzada Ecologia
Microbiana de Investigacion y Analisis (CAMERA) portal ( www. Camera.calit2.net;
Sun et al. , 2008). La similitud se basa en un umbral de 99 % de identidad y los
parametros de alineacion se dan por defecto (Niu et al., 2010 ). Esto elimin6 las
secuencias redundantes. El archivo FASTA resultante contenia las secuencias
unicas. Una busqueda de similitud de secuencias de nucledtidos a través de Mega
BLAST lleva a cabo alineando contra la base de datos de secuencia de nucleo6tidos
de microorganismos de CAMERA. Los archivos de salida Mega BLAST se
importaron en el MEGAN 4 (Meta Genome Analyzer ; Huson et al., 2011) para
visualizar clasificaciones taxondmicas basadas en la taxonomia NCBI. Las
secuencias asociadas con clados a nivel de familia que incluyen todos los niveles
taxondmicos subordinados eran entonces exportados en archivos FASTA
individuales que luego fueron alineados por ClustalW 2,0 (Larkin et al., 2007),
integrada en Geneious Pro 5.4.6 (Biomatters Ltd , Auckland, Nueva Zelanda). A
continuacion, el analisis de arbol de maxima verosimilitud (ML) se prepard para
cada nueva alineacion empleando el programa PhyML en Geneious Pro 5.4.6, con
un modelo de sustitucion Jukes -Cantor sustitucion y de arranque (100 ciclos)
optimizada para la topologia de arbol, rama longitud y la velocidad de sustitucion de

bases (Guindon y Gascuel , 2003 ). Clados que incluian secuencias similares ( sobre
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la base de < 3 % de pares de bases sustituciones por sitio) para la correspondiente
pares de tratamiento (por ejemplo S2, Atca_semilla, Suaeda_semilla) se extrajeron.
Secuencias asociadas a estos subtipos que representa secuencias unicas obtenidos
de los tratamientos de rizésfera, hojarasca (litter) y semillas se exportan como
archivos FASTA y sometidos a MegaBLAST como se describié anteriormente para
producir archivos mas pequefos, agrupados por taxon los cuales pueden ser
individualizados en nuevos archivos. Los archivos FASTA reducidos fueron
alineados y se utilizan para producir un nuevo arbol PhyML como se describe.

2.4.3. DGGE

El programa de amplificacion del ADN total con los primers de la tabla 2 fueron
amplificados con el programa descrito por Lucero (2002), con la accion de cuatro
ciclos de desnaturalizacion alineacidn y extension previos al paso final de extension,
para quedar con un total de 29 ciclos. Los primers utilizados fueron 1698F (con un
clamp de GC) y 2014R, también se utiliz6 la Tag polemizaras de la marca
Fermentans (Glen Burnie, MD, USA). EI PCR se llevd a cabo en un equipo
termociclador de la marca Eppendorf.

Tabla 2. Primers utilizados para pruebas de Electroforesis de Gradiente
Desnaturalizante

Primer 168 rDNA Sequence (' -3") Reference

BACTERIA

F984GC 968-984 GGCACGGGCCGAACGCGAAGAACCTTAC Nubel ef af, 1996
R1378 1378-1401 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG Heuer ef al, 1997
CYANOBACTERIA

CYA359F-GC 359-378 GCclamp-GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG MNublel ef af 1997
CYAT81R 781-805 GACTACTGG GGTATC TAATCC CATT MNublel ef af 1997
GC-clamp CCCCCGCCGCGCGLGGCGGEGCGEGGGLGGG Nubel ef af, 1996

Los productos de PCR fueron separados por un DGGE utilizando un gel con 6% de
poliacrilamida y un gradiente de desnaturalizacién de 40 a 60% con urea. Se cargo

cada muestra sobre el gel y se corrié por 14 hrs a 85 V en amortiguador Tae en el
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equipo Bio-Rad D-Code Universal Mutation Detection System. Una vez que culmino
la corrida, el gel fue tefiido con el método estandar de bromuro de etidio. También se
uso tefido con plata 'y y 4% de glicerol para resguardo del gel en el largo plazo.

2.5. Analisis estadistico

Se uso el programa SPSS 14 para hacer la mayor parte de los analisis. Analisis de
varianza de una y dos vias, el analisis de componentes principales, el analisis de
conglomerados.

Para el analisis de secuencias se uso el programa PAST y One Codex.

3. RESULTADOS
3.1. Cuenta viable de Atriplex spp y Suaeda spp

El numero de unidades formadoras de colonias presente en el medio de agar
dextrosa papa estuvo entre 1x10* y 1x10° UFC, para las muestras de suelo y para
las muestras de hojarasca (litter), de Atriplex y de Suaeda. Los resultados también
muestran que no hay diferencia entre hacer un conteo utilizando medio con sales y
sin sales, ya que para ambas especies vegetales el comportamiento es el mismo, no
hay diferencia. Para el caso del medio R2A, un medio definido recomendado para
bacterias oligotréficas, la cuenta puede oscilar entre 1X10* y 1x10°UFC, siendo una
diferencia menor entre muestras. Tampoco existe diferencia significativa entre las
UFC con sales y sin sales (ver figura 2). El medio modificado de casaaminoacidos

muestra el mismo comportamiento (datos no mostrados).
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1.E+07

1.E+06 -

1.LE+05 A

1.E+04 - B Bacterias

1.E+03 - Bacterias+NaCl

UFC/gr de muestra

B Hongos
1.E+02
# Hongos+NaCl

1.E+01 A

1.E+00

Litter

Atriplex canescens Suaeda mexicana

Figura 4. Efecto de 3% de NaCl sobre la recuperacion de UFC de bacterias (medio
ALP) y hongos (medio PDA) provenientes de suelo rizosferico y hojarasca (litter) de A.
canescens y S. mexicana.

3.2 Efecto del pH y salinidad sobre la recuperacion

Para evaluar el contenido de bacterias se utilizé el medio agar-extracto de levadura-
peptona de caseina (ALP), el cual fue preparado en dos niveles de pH (7 y 9) y en
dos niveles de sales. Se placieron las diluciones de 10, 10° y 10®. La mejor fue la
ultima dilucion. Las muestras de suelo obtenido directamente de las raices muestran
que las UFC de bacterias son altas en medio a pH 7 con 3% de sales y en medio a
pH 9 con 10% de sales. No se observo patron claro entre el nivel de pH ni el nivel de
saly las UFC.

Este resultado muestra que las bacterias aisladas del suelo rizosférico pueden
crecer muy bien a diferente pH y a diferente salinidad, incluso en el medio con los
valores extremos de pH 9y 10% de sal.

En la muestra aislada fuera de la rizosfera, a 15 cm de las raices, se encontraron

que el nimero mas alto de UFC lo tuvieron los medios donde se adicion6 3% de
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sales,apH 7y apH9, pero en el medio adicionado con 10% de sal en ambos casos

fue una limitante ya que hubo poco crecimiento.

1.0E+09
1.0E+08
1.0E+07 =
1.0E+06
1.0E+05
1.0E+04 ¥ Suelo rizosférico

1.0E+03 Suelo (15cm planta)

UFC/gr de muestra

1.0E+02
1.0E+01

1.0E+00
pH7 pH7 pH7 pHY pHY pH9
3% 10% 3% 10%

Figure 5. Grafica comparativa de las UFC de bacterias de suelo aislado
directamente de las raices (suelo rizosférico y de suelo exterior) de Suaeda mexicana, con
dos niveles de sales (3% y 10% NaCl) y dos niveles de pH7 y 9

En el medio PDA para crecimiento de hongos encontramos una recuperacién menor.
La interaccion de pH5 y salinidad se evalué para efectos de recuperacion de
diversidad cultivable. Para evaluar el contenido de hongos se utilizé el medio agar-
dextrosa-papa, el cual fue preparado en dos niveles de pH y en dos niveles de sales
(3% y 10% de NaCl). Se plaquearon las diluciones 10?2, 10* y 10°. La primera
dilucién dio resultados incontables. Las muestras de suelo obtenido directamente de
las raices muestran que no existe diferencia entre el contenido de hongos a pH 5 sin
sales y con sal al 3%, y disminuye ligeramente el crecimiento en los medios que
contenian phS con 10% de sales, ph9 sin sales y pH9 con 3% de sales. El
crecimiento en pH9 con 10% de sales es muy lento y se contaron pocas colonias.

Este resultado muestra que los hongos aislados del suelo rizosférico pueden crecer
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muy bien a diferente pH y a diferente salinidad, excepto en el medio con los valores
extremos. No hay diferencia entre los cinco primeros tratamientos.

En la muestra aislada fuera de la rizésfera, a 15 cm de las raices, se encontraron
que el numero mas alto de UFC los tuvieron los medios donde se adicioné 3% de
sales, a ph5 y a pH9. Este hecho resalta la salinofilia de algunos hongos aislados de
estos suelos. Otro rasgo interesante es el crecimiento en el medio extremo, con la
maxima concentraciéon de sal y a pH 9, que es ligeramente mas alto que el
aislamiento de rizosfera. Al hacer una comparacion entre las UFC de suelo
rizosferico y del suelo exterior se encuentra que el contenido de hongos en las

raices es mucho mas alto.

3.3 Efecto de los medios en la recuperaciéon

La tabla 3 y la figura 6 muestran el efecto de la dilucion del medio, el pH y el
contenido de sales (NaCl) en la recuperacion de microorganismos vivos o0 cuenta
viable (UFC/gr de suelo).

A 4% de sales y un pH neutro (pH 7.2) los medios MCAT, ALP, MR2A y MBHAP,
todos produjeron un buen crecimiento colonial. En el medio PDA a pH ligeramente
acido (5.5, el recomendado) no hubo crecimiento, pero sorpresivamente hubo cuenta
viable en el mismo medio con 10% de NaCl y pH alcalino (9.3).
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Tabla 3. Promedio de las UFC/gr de suelo por combinacién de variables

Medio dilucioén pH %Salinidad UFC
R2A 1 7.2 4 3.E+05
R2A 1 7.2 10 1.E+04
R2A 1 9.3 4 3.E+05
R2A 1 9.3 10 1.E+04
R2A 0.2 7.2 4 2.E+05
R2A 0.2 7.2 10 1.E+04
PDA 1 6.5 4 0.E+00
PDA 1 6.5 10 1.E+04
PDA 1 9.3 4 5.E+04
PDA 1 9.3 10 1.E+04
PDA 0.2 6.5 4 2.E+04
PDA 0.2 6.5 10 7.E+03
TYA 1 7.2 4 2.E+05
TYA 1 7.2 10 1.E+04
TYA 1 9.3 4 1.E+05
TYA 1 9.3 10 7.E+03
TYA 0.2 7.2 4 5.E+05
TYA 0.2 7.2 10 3.E+04

MCAT 1 7.2 4 3.E+05
MCAT 1 7.2 10 3.E+04
MCAT 1 9.3 4 2.E+05
MCAT 1 9.3 10 1.E+04
MCAT 0.2 7.2 4 2.E+05
MCAT 0.2 7.2 10 1.E+04

MBHAP 1 7.2 4 4.E+04

MBHAP 1 7.2 10 0.E+00

MBHAP 1 9.3 4 1.E+05

MBHAP 1 9.3 10 0.E+00

MBHAP 0.2 7.2 4 4.E+04

MBHAP 0.2 7.2 10 0.E+00
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Figura 6. Efecto del medio, de la dilucion del medio, el pH y el contenido de

sales, en la recuperacion de UFC en Atriplex canescens

El medio R2A es un medio recomendado para organismos oligotroficos como los
encontrados en procesos de potabilizacion de agua. Aqui encontramos que la
cuenta viable en el medio con 10% de NaCl (1.E+04) fue menor que en la de 4%
(3.E+EQ05). Un resultado inesperado fue que el medio diluido cinco veces, presentd
una buena recuperacion de 2.E+05UFC/gr de suelo (tabla 3). En lo referente al tipo
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de medio encontramos que existe diferencia significativa en cuanto a la recuperacion
microbiana o cuenta viable. La diferencia es significativa (F=103.52 y p=4.29E-08).
Los medios de mejor recuperacion a pH neutro son R2A y MCAT, y a pH alcalino es
R2A. A pH basico o alcalino de 9.3, el medio R2A resulté el mejor medio para
recuperar micoorganismos halotolerantes. En cuanto a la dilucién de medios también
se encontraron diferencias significativas entre los medios (F=47.65, p=1.77E-06) el
mejor es ALP, seguido por R2A y MCAT. El analisis de muestra el analisis de
varianza, prueba de Fisher LSD, donde se indican los valores de cada uno de los
efectos probados (pH, salinidad y dilucion del medio).

La salinidad indica que hay un efecto sobre la cuenta viable en cualquiera de los
medios. En los medios completos el valor de F=19.03 y la significancia p= 0.001. En
el medio diluido el valor de F=14.73 y el valor de P= 0.001.

Cuando la dilucién es tomada como una variante dentro de todos los medios no
existe diferencia significativa (F=1.23, p=0.27) en cuanto a la recuperacion

microbiana en medios diluidos con 4% de sales.

Cuando se evalua el efecto del pH sobre todos los medios no existe diferencia.
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Tabla 4. Analisis de Varianza (ANOVA) del efecto que infuencia la
recuperacion microbiana medida como UFC/gr de suelo. (Fishers LSD test)

EFECTO VARIABLES VALOR | VALORP LINEA 1 NIVEL
F
Medio Dilucion =1 103.52 4.29E-08 A R2A
pH=7.2 A MCAT
Salinidad = 4% B TYA
C MBHAP
C PDA
Medio Dilucion =1 48.12 1.69E-06 A R2A
pH=7.2 B MCAT
Salinidad = 4% C TYA
C MBHAP
D PDA
Medio Dilucién = 0.2 47.65 1.77E-06 A TYA
pH=7.2 B R2A
Salinidad = 4% B MCAT
C MBHAP
C PDA
Salinidad Dilucion =1 19.03 0.0001
pH=7.2
Todos los medios
Salinidad Diluciéon = 0.2 14.73 0.001
pH=7.2
Todos los medios
Dilucién Dilucion =1 1.236 0.276
Salinidad = 4%
Todos los medios
pH Dilucion =1 1.236 0.276
Salinidad = 4%
Todos los medios
pH Dilucion =1 2.56 0.121

Salinidad = 10%

Todos los medios
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3.4. Elrol de los sustratos en el aislamiento de morfotipos

En total se recuperaron 24 morfotipos de la rizosfera de Atriplex canescens y otro 4
morfotipos de el hojarasca (litter) de esta planta. De Sueda se recuperaron 16
morfotipos rizosfericos y 9 morfotipos de hojarasca (litter). La mayoria de los
aislados son bacterias y solo dos son hongos.

Cada uno de esos morfotipos fue sembrado en vente diferentes medios con el fin de
evaluar la posibilidad de generar un medio 6ptimo para la recuperacion de diversidad
microbiana. La taza de recuperacién fue estimada en funcion del tamafo de la
colonia.

Los resultados de Atriplex, de los 24 morfotipos rizosfericos, que fueron sembrados
en 21 medios diferentes. Se encontré que 16 de estas cepas son capaces de crecer
en medio DRBC (agar Dicloran Rosa de bengala Cloranfenicol y tetraciclina).

El crecimiento fue muy variable y lo mas relevante son los morfotipos que lograron
crecer en los medios con contenido de cloruro de sodio.

La figura 6 y 7 muestra los resultados del analisis de componentes principales
(ACP), se representan los morfotipos y los medios que interactuan con ellos, esto
quiere decir que los morfotipos estan distribuidos segun su respuesta a cada medio
de cultivo y aquellos medios que mas influencian estan alejados del centro u origen
del plano, ya que este tipo de analisis tiene las caracteristicas de centralizar el
origen en el punto 0 y estandarizar los datos para una mejor comprension de los
Mismos.

De acuerdo al grafico de la figura 6, se encontro lo siguiente:

- Existen medios que tienen muy poco efecto sobre el crecimiento de estos
morfotipos que el conjunto marcado en amarillo y con la letra A. No existe un patron
especifico, ya que estan medios ricos como 1/10ALP , 1/20ALP y 1/5PDA4%,
también estan medios pobres como 1/10Czapeck4%, 1/50Czapeck4%, 1/5BHAP4%
y finalmente medios con altas concentraciones de sales 1/10ALP10% y 1/5R2A10%.
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Estos medios podrian descartarse ya que no tienen efecto en la microbiota cultivable
de la rizosfera de A. canescens.

- El conjunto ubicado en la zona positivo-positivo (circulo azul, letra B) pareciera el
de la microbiota con capacidad de utilizar nitrégeno inorganico, ya que en este grupo
esta determinado por tres niveles del medio Czapeck y de este grupo parece que el
medio 1/10 Czapek es un buen medio que podria representar la respuesta de los
demas.

- En la region positivo-negativa tenemos dos conjuntos, el primero ubicado cerca del
eje “X” esta determinado por el medio 1/5MCAT4% . El otro conjunto (agrupado en
elipse azul) agrupa a cuatro morfotipos se encuentra determinado por el medio
1/5R2A 4%, lo que lo hace un buen sistema para aislar la diversidad rizosferica de A.
canescens.

- En la regidn negativo-positiva encontramos morfotipos muy dispersos que no
tuvieron buen crecimiento en ninguno de los medios. Y en el lado negativo-negativo
(circulo azul, letra c) encontramos un grupo de seis morfotipos que tuvieron muy
buen crecimiento en todos los medios sin sales, pero las sales afectan su
crecimiento.

De los resultados anteriores algunas conclusiones son que no hay un medio unico
para aislar la mayor diversidad posible y se deben utilizar al medio cuatro medios:
1/5MCAT4%, 1/5R2A4%, 0.1ALP4% y 0.1Czapeck sin sales.
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Figura 7. Grafico ACP con los 24 morfotipos de bacterias aisladas de A. canescens
representados con cuadrados numerados y los puntos obscuros que respresentan los 20
medios diferentes utilizados. Descripcion en el texto.
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Por otra parte de los 16 morfotipos aislados de la rizosfera de Sueda mexicana y de
estos son nueve los que tienen la capacidad de crecer en medio DRBC. Los
morfotipos que lograron crecer con sales son el 1,4, 5,7, 12, 14, 15, y 16, en estos
suelos encontramos un numero mayor de microorganismos capaces de crecer en
sales.

Los resultados fueron analizados a través del Analisis de Componentes Principales
(ACP), el grafico de la figura 7 muestra en rosa los morfotipos y en azul los medios
en los cuales se evalud su crecimiento.

- Un primer analisis es que del lado izquierdo del plano se ubican los morfotipos
tolerantes a sal y de ese lado se ubica la mayoria de los medios que contienen
sales. Del lado derecho se ubican los organismos que no toleran o tienen una
tolerancia baja al cloruro de sodio. De hecho los morfotipos que estan en la region
positivo-negativo, que no se encuentran enmarcados por ningun conjunto son los
morfotipos que menos toleran la sal. Por el contrario el morfotipo que se ubica en el
extremo izquierdo (morfotipo 4) es el que mejor soporta el contenido de sal,
podriamos decir que es salinofilica.

- En la regidén negativo-positiva (circulo amarillo) estan los medios que no ejercen
una influencia determinante sobre el crecimiento de los morfotipos, aunque esto no
quiere decir que en esos medios no exista crecimiento. Esos medios son el
1/50ALP4%, 1/10ALP4%, 1/50Czapekd4%, 1/5R2A4%, 1/20ALP, 1/5BHAP4%, 1/5
PDA4% y 1/5SMCAT4%. Este grupo de medios son los que se descartan ya que no
son determinantes para el crecimiento de ninguno.

- Los dos conjuntos ubicados en la regién positivo-positivo es la que esta
determinada por los medios sin sales y expresamente aparecen son el Czapeck
(morfotipo 7 y 12 en la elipse azul punteado) y el ALP (elipse azul), aqui aunque
aparecen pocos morfotipos parecen ser los que tienen la capacidad de utilizar el
nitrégeno inorganico.

- En la regidn negativo-negativo (elipse azul) se encuentran los morfotipos
determinados por los medios con altas concentraciones de sales donde los mas
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determinantes son el 1/5R2A10% y el 1/5MCAT10%, lo que quiere decir que
cualquiera de estos medios seria un buen sistema para aislar microbiota
salinofilicas.

En el caso de la microbiota rizosferica de S. mexicana se puede concluir que para
aislar morfotipos halotolerantes no hay un medio unico para aislar la mayor
diversidad posible y se deben utilizar al medio cuatro medios: 1/10 o 1/50 ALP4%,
1/10Czapeck, 1/5 de R2A o mCAT al 10%.

0.8

Suaeda

0.6

CP2=23%

-0.8 -0.6 0.4

0.6 CP1=32%

Figura 8. Grafico ACP con los 16 morfotipos de bacterias aisladas de S. mexicana
representados con cuadrados numerados y los puntos obscuros que representan los 20
medios diferentes utilizados. Descripcion en el texto.
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Se realizé un analisis al conjuntar las dos poblaciones con el fin de buscar algun
medio que nos permita crecimientos de ambas poblaciones. Igualmente se repite
que en el lado derecho se ubican los morfotipos salinofilicos en la region positivo-
negativo donde la mayoria son morfotipos aislados de Suaeda (no mostrado). En la
region positivo-positivo se ubican los morfotipos halotolerantes y los que tienen la
capacidad de crecer utilizando fuentes de nitrégeno inorganico.

3.5 Identificacion de morfotipos por secuenciacion

Todos los morfotipos recuperados (la diversidad cultivable) responden a la
caractéristica de crecer al 4% de NaCl. La comparacion de secuencias con la base
de datos de NCBI, nos indica que ninguna de las especies se comparten.

Las secuencias recuperadas de cada una de las las clonas provenientes de las
muestras de suelo, de hojarasca (litter) y de semillas conforman la comunidad
cultivable halofila. Estas secuencias alineadas en la plataforma NCBI generaron la
caracterizacién de cada clona con secuencias de referencia por encima de 96% de

identidad como se muestra en la figura 8.
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) . . @ Roseomonas stagni (1)
°
) . . @ Novosphingobium barchaimii (2)
o
° . . @ Pseudomonas (2)
) @ Pseudonocardiaceae (1)
. ° ] @ Streptomyces sp. Tue6028 (2)
° ([
. . @ Microbacterium (2)
] ° ) ° @ Corynebacterium sp. HMSC11H10 (1)
o ()
° ° .Bacil\us subtilis group (4)
. . .
. @ Paenibacillus (1)
o-0 o-0 ee00—0-0 ° . . .Asperg\\lus persii (5)
Name Readcount (% of classified reads)
] Streptomyces 5 (7.58%) ‘
Aspergillus 5(7.58%)
- Bacillus 4(6.06%) '
Pseudomonas 2(3.03%)
- Microbacterium 2(3.03%) -
Novosphingobium 2(3.03%)
|| Corynebacterium 1(1.52%)
Paenibacillus 1(1.52%)
| Roseomonas 1(1.52%)

Figura 9. Relacion filogenética de la diversidad cultivable halofila y halotolerante
de quenopodiaceas Atriplex y Suaeda. Analisis generado por OneCodex.

En la tabla 5 presenta las especies encontradas en cada una de las muestras. Aqui
cabe mencionar que las semillas no tuvieron diversidad halofilica o halotolerante
cultivable, es decir ninguna muestra de suelos presentd colonias en la caja petri que
pudieran cultivarse o al menos en los medios utilizados no fueron loa adecuados

para hacer una buena recuperacion.
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Tabla 5. Diversidad microbiana cultivable halofilica aislada de las
quenopodiaceas Atriplex y Suaeda

Especies Suaeda Atriplex

rizésfera | litter | rizosfera | litter

Arthrobacter globiformis X

Arthrobacter sp. X

Bacillus aetrophaeus X

Bacillus subtillis, strain 1 X

Bacillus simplex X

Bacillus simplex X

Bacillus subtilis X

Cellulosimicrobium sp X

Microbacterium oxydans X

Nocardia sp

>

Paenibacillus sp

Promicromonospora sp X

Pseudomonas putida X

Pseudomonas sp X

Sphingomonas sp X

Streptomyces fulvissimus X

Streptomyces X
massasporeus
Streptomyces coelicolor X

Streptomyces X
ochraceiscleroticus

Streptomyces sp, strain 1 X

Streptomyces sp, strain 2 X

Streptomyces sp, strain 3 X

Streptomyces tricolor X
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3.6 Efecto de las cepas en la promocién vegetal en medio axénico

Cada uno de los morfotipos fue analizado en un bioensayo axénico utilizando
una especie mexicana emparentada con las quenopodiaceas estudiadas, por lo que
se selecciond el amaranto. Cada especie bacteriana crecié por en medio liquido por
24 hrs y después se inocularon 50ul por planta y se mantuvo en un medio hoaglang
ligeramente salino (CE de 0.35, NaCl equivalente a 50mM). A los diez dias se
evaluo el crecimiento mediante el area foliar y el peso seco (Figura 10). Se evaluo el
efecto de la cepas que previamente habian mostrado un efecto positivo sobre
plantas de amaranto crecidas en medio salino al 0.5%.

En la tabla 6 se muestran los resultados que de acuerdo a la prueba de
Tukey de comparaciones multiples, el analisis de homogeneidad indica que con un
alpha de 0.05 se generan dos subgrupos. El primero agrupado junto con el control a
dos cepas que no presentan diferencia significativa que son Atca9 y Atca22. En el
segundo grupo se encuentran las cepas que tienen un efecto significativamente
positivo sobre el amaranto. La figura 9, muestra solamente a las cepas que
potencian el crecimiento evaluado a través de el area, siendo siete las que
presentan de acuerdo a la prueba de tukey una diferencia tal, que evidencia el

aumento significativo del area foliar con respecto al control.

Se evalué el efecto de la cepas que previamente habian mostrado un efecto positivo
sobre plantas de amaranto crecidas en medio salino al 0.5%. De acuerdo a la
prueba de Tukey de comparaciones multiples, el analisis de homogeneidad indica
que con un alpha de 0.05 se generan dos subgrupos. En la tabla 6 se describe la
pertenencia a cada grupo.
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ATCA11*
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Bacillus |Anhobacter IStreptomyceJStreptomyce Bacillus |Asperg|llus |RhodoccocuslStreptomyce

Figura 11. Grafica que muestra el efecto de las cepas halodfilas sobre plantulas de
Amaranto spp., crecidas en medio salino (50mM NaCl).

La comparacion multiple de Tukey con 95% de confianza nos muestra un gradiente
de respuesta y de diferencias con respecto al control, siendo las cepas Atca16 (sig
0.010), Atca20 (sig. 0.011) y Atca25 (sig. 0.013) las tres cepas con menor diferencia
significativa. Por el contrario las cepas con diferencia significativa mayor a 0.05

fueron las cepas Atca22 y Atca9.
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Tabla 6. Analisis de conglomerado de Tukey del efecto de las cepas
haléfilas sobre plantulas de amaranto.

Cepa Subgrupos alpha = 0.05
1 2
Control 0.3235
atca9 0.5996 0.5996
atca22 0.7794 0.7794
atca11 1.051
atca4d 1.074
atca1 1.083
atca19 1.119
atca25 1.132
ss3 1.133
atca20 1.143
atca16 1.149
Sig. 0.50 0.250
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Tabla 7. Analisis comparativo multiple de Tukey (*alpha <0.05)

Cepa promedio R
atcal 1.083010834 | 0.024*
atca4d 1.074685763 | 0.027*

atca11 1.05186327 | 0.035*

atca19 1.119421738 | 0.015*

atca16 1.149475481 | 0.010*

atca25 1.132298843 | 0.013*

atca22 0.77948259 | 0.591

atca20 1.143912898 | 0.011*

atca9 0.59968448 | 0.947

ss3 1.133799892 | 0.013*

3.7 DIVERSIDAD NO CULTIVABLE

3.7.1 Microbioma bacteriano

Los productos del PCR, los amplicones del rADN16s de cada una de las muestras
de Atriplex y de Suaeda muestran una marcada diversidad, aunque las curvas de
rarefaccion tienen saturacion. Sin embargo, las curvas de rarefaccidn estan basado
en informacion taxondmica para organismos encontrados de acuerdo a un buen

proceso de alineamiento contra secuencias de referencia. Si la identidad a la cual la
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secuencia empata con la secuencia de referencia en mas del 96% la designacion de

especie para esta secuencia fue utilizada.

Suaeda Atriplex Suaeda Atriplex
1A mAB 2A 2B mm=3A mmmm3B 4A 4B

625

N w ¢
o ~ o
o (&)} o

Riqueza medida por OTUs (97%)
N
(6]

0

OTUs o Especimenes (tamafio de muestra)

Figura 12. Curvas de rarefaccion del microbioma de Atriplex y Suaeda, de muestras
de muestras de rizosfera y hojarasca (litter).
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Figura 13. Curvas de rarefaccion del microbioma de semilla de Atriplex y Suaeda.
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Poco mas de 40,000 secuencias se obtuvieron de diez muestras analizadas por
Secuenciacion masivo, donde del 2% al 8% de las secuencias no pudieron ser
clasificadas con certeza requerida por lo que su baja similitud en la base de datos de

secuencias conocidas del NCBI dejaron fuera esas secuencias no clasificadas.

Las secuencias que se analizaron dieron un primer nivel, el de Phyllum, en el
cual encontramos que las muestras 1 y 2 pertenecen a suelo rizosférico de Suaeda
(1A'y 1B) y Atriplex (2A y 2B); las muestras 3 y 4 pertenecen a la hojarasca (litter o
mantillo) y Atca es la semilla de Atriplex y Suaeda la semilla de esta planta. El
analisis a nivel de phylum indica que los phylla actinobacteria y proteobacteria son
representativos de las muestras de suelo rizosferico y de hojarasca (litter). Por el

contrario, en las semillas el phyllum Firmicutes es el mas representativo.

Las secuencias analizadas como OTUs (unidad operacional taxondmica) se
clasifican de acuerdo con un nivel de similitud minimo del 85% a nivel de phyllum. La
muestra con menor numero de secuencias fue 1B, suelo rizosférico de Suaeda spp
(figura 10) y la muestra con mayor numero de secuencias fue la muestra de semillas

de Atriplex canescens.
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3000
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Figura 14. Abundancia total de phylla 1y 2 = Suelo rizosferico, 3 y 4 = Litter, 1y 3 =
Suaeda, 2y 4 = Atca, A = epoca lluvias, B = epoca seca

En analisis de abundancia relativa (figura 11) nos indica una uniformidad en las
muestras de suelo rizosférico y de litter (mantillo) derivada de la presencia de los
Phyla proteobacteria y actinobacteria. Otro dato importante es que el phyla
Firmicutes esta presente en mas del 90% en la semilla de Atriplex y en 60% de las
muestras de semilla de Suaeda, por lo que en este punto podemos medir el
movimiento de estos grupos bacterianos en la semilla con una alta abundancia, una

menos presencia en el suelo rizosférico y muy escaso en la hojarasca (litter).
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Figure 15. Abundancia relativa de phylum bacteriano de muestras de plantas

quenopodiaceas de Atriplex y Suaeda.

La diversidad bacteriana fue evaluada por 454-pirosecuenciacion de genes 16S rRNA. 1y 2 = Suelo

rizosferico, 3 y 4 = Litter, 1 y 3 = Suaeda, 2 y 4 = Atca, A = epoca lluvias, B = epoca seca

3.7.2. indices de diversidad

El total de unidades taxondmicas con su clasificacion y su abundancia de cada

muestra se registra en la tabla 8 y permitio el analisis de diversidad bajo diferentes

indices.
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Table 8. Indices de diversidad derivados de analisis de secuencias

Indices 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B Atriplex  Suaeda

Taxa_S 350 268 345 366 476 480 323 331 99 145
Individuals 2460 2114 2594 2584 3365 3095 3634 2950 5706 4958
Dominance_D 0.0175 0.0632 0.0163 0.0193 0.0131 0.0108 0.0167 0.0169 0.4969 0.2889
Simpson_1-D 0.9825 0.9468 0.9837 0.9807 0.9869 0.9892 0.9833 0.9831 0.5031 0.7111
Shannon_H 4.83 4.18 4.83 4.83 5.16 5.26 4.73 4.79 1.53 1.78

Evenness_e”H/S | 0.3561 0.2444 0.3626 0.3423 0.3668 0.4023 0.3513 0.3625  0.04642 0.0407

Brillouin 4.62 4.00 4.63 4.62 4.95 5.03 4.59 4.61 1.50 1.74
Menhinick 7.06 5.83 6.77 7.20 8.21 8.63 5.36 6.09 1.31 2.06
Margalef 44.7 34.87 43.76 46.45 58.49 59.6 39.28 41.3 11.33 16.92
Equitability_J 0.8237 0.748 0.8264 0.8184 0.8373 0.8525 0.8189 0.8251 0.3319 0.3567
Fisher_alpha 111.5 81.32 106.8 116.4 151.3 159 85.65 95.64 17.02 27.98
Berger-Parker 0.0671 0.2010 0.0625 0.0759 0.0532 0.0446 0.0570 0.0631 0.6991 0.3717
Chao-1 481 403.1 557.2 497 669.2 674.9 404.9 465.6 168.5 303.1

indices de diversidad derivados de analisis de secuencias en el programa PAST

Los datos de indices de diversidad aportan un mejor conocimiento sobre el
microbioma de quenopodiaceas. El numero de secuencia por muestra va de 2114
secuencias para la muestra de suelo de Suaeda contra 5706 secuencias para la
muestra de semilla de Atriplex. Se encontr6 que la muestra con mayor riqueza (S)
era las muestras de hojarasca de Suaeda con 480 taxones y el menor fue la semilla
de Atriplex con 99 taxones.

Al comparar la dominancia las muestras que presentan mas elevado este indice es
la semilla de Atriplex con 0.49 y la muestra con menor dominancia son las muestras

de hojarasca (litter) de Suaeda con 0.010.

El indice de Simpson nos revela la probabilidad de que cierto individuo de la especie

esté presente en la muestra que estan siendo colectados al azar, por lo tanto, una
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probabilidad cercana a la unidad nos indica mayor probabilidad, es decir mayor
diversidad. En este sentido el microbioma de las muestras de suelo rizosférico y de
hojarasca (litter) son mas diversas que el microbioma enddfito de las semillas.

3.7.3 Analisis de Cluster

La diversidad beta realizada mediante el analisis de cluster UPGMA, es un método
de jerarquizacion aglomerativa por distancia media para evaluar las diferencias entre
el microbioma de cada muestra. En la figura 15 se presenta el dendograma el cual

revela una clara separacion en cuatro clusters que son:

Cluster 1. Todas las muestras de suelo rizosférico y de hojarasca (litter), excepto la
muestra de suelo rizosférico de Suaeda en tiempo de secas.

Cluster 2. Microbioma de suelo rizosférico de Suaeda en tiempo de secas.

Cluster 3. Microbioma de semilla de Atriplex

Cluster 4. Microbioma de semilla de Suaeda.

3.7.4 Analisis de diversidad de ATRIPLEX

Realizando un analisis por abundancia encontramos que la rizosfera de Atriplex esta
ampliamente representado por las familias Rubrobacteraceae, Bacillaceae,
Caldilinaceae, Streptomycetae que forman el 40% de su poblacion. Encontramos
también que un cambio importante en abundancia sucede en la familia
Thermoliophilaceae el cual aumenta en época secas, triplicado su poblacién.

El litter u hojarasca esta representado por las familias Oxalobacteraceae (de clase
Bulkordeliales) que son rizobios, Geodermathophilaceae, Bradyrhizobiaceae,

Acetobacteraceae, Rodhobacteraceae.
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En la semilla encontramos que el 90% de su poblacién esta representada en
la familia Bacillaceae, un 8% familia Planoccoccaceae. Ambas familias pertenecen al
orden Bacillales.

3.7.4 Analisis de diversidad de SUAEDA
Realizando un analisis por abundancia encontramos que la rizosfera de Suaeda esta
ampliamente representado por las familias Caldilinaceae, Rubrobacteraceae,
Rodospirilaceae, Micrococcaceae que forman el 40% de su poblacién. Encontramos
también que un cambio importante en abundancia sucede en la familia
Gemmatimonadaceae el cual aumenta en época secas, quintuplicando su poblacién.
El litter esta representado por las familias Micromonosporaceae, Rhodospirillaceae,
Rhizobiaceae, Flexibacteraceae, Caulobacteraceae.

En la semilla encontramos que el 50% de su poblacién esta representada en
la familia Bacillaceae, un 40% familia Oceanospirillaceae la cual esta asociada a
ambientes con altas concentraciones de sal, es decir son halotolerantes o halofilicas.

Figura 16 (siguiente hoja). Analisis de diversidad Beta y composicién taxonémica
del microbioma de rizosfera, litter y semilla de quenopodaceas de Atriplex y Suaeda.

Abajo: Dendograma a partir de analisis de cluster UPGMA (unweihted pair
group metido with arithmetic mean) basado en secuencias 16SrADN.Valores boostrap
por encima del 50% basado en 100 remuestreos se muestran en numeral café en las
ramificaciones. La escala muestra el grado de disimilitud. Arriba: Abundancia relativa a
nivel de familia.
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Un analisis de componentes principales realizado a las muestras de suelo y
litter nos permitié generar un analisis espacial de donde se ubican por su relacion en
diversidad microbiana cada muestra y las especies mas determinantes en cada
agrupacion. En las muestras de suelo tenemos a la especie Gemmatimonas
aurantica, Rubrobacter radiotolerans, Levilinea, Optus terrae.

En hojarasca (litter) tenemos a Balneiomonas, Basillia, Rhizobium entre las de
mayor peso.

El analisis de componentes principales de la semilla nos permite ver de forma
esquematica el peso de especies significativas para cada muestra. El eigenvalor 1
explica el 72.7% de varianza y el eigenvalor 2 explica el 27.9% de la varianza.
Claramente el microbioma de ambas especies esta ampliamente representado por el
género Bacillus. Las especies mas significativas en la semilla de Suaeda mexicana
son Bacillus sp., Bacillus gibsonii y una cepa denominada Bacillus sp
(ocenospiralles), Bacillus horikoshi, Bacillus maurimartini, Paenibacillus sp.

Por otra parte la semilla de Afriplex canescens tiene como especies altamente
significativas a Bacillus cereus, Bacillus anthrancis, Solibacillus sp., Bacillus
thuringensis, Planococcus sp. Una clona con alto peso fue clasificada como Bacillus
sp, lo cual nos indica que el sistema de clasificacion solo pudo llegar a nivel de
género para clasificar con el nivel de significancia de 99%.
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Figura 17. Analisis de componentes principales del microbioma de muestras
de suelo rizosferico y de litter de Atriplex y Suaeda.
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3.7.4 DGGE

Los resultados de amplificacion (figura 18) indican que en el suelo rizosferico, el
primer universal de bacterias esta presente en todas las muestras y es mas evidente
en época de lluvias. Pero en el caso de cianobacterias el PCR fue escaso y la unica
muestra que tiene una alta clonacion de productos fue el de Suaeda en época de
lluvias, y es que en estas fechas los suelos se mantienen con alta actividad
microbiana.

Para la hojarasca (litter) es evidente que en ambos primers tiene resutados pero en
el caso de el primer de cianobacterias es una linea gruesa y oscura, lo que indica

una alta concenrracion de productos de clonacion.

Universal Primer Cyanobacteria Primer

Suaeda Suaeda Afriplex Afriplex Suaeda Suaeda Afriplex Atriplex
y

Lluvias Secas Lluvias Secas Lluvias Secas Lluvias Secas

Rizosfera | & =
T — T ———— - av
- -

- -
Susrnr sewassreigpe | “TEIRFNNNRNNRETe s

Suaeda Suaeda Afriplex Aftriplex Suaeda Suaeda Afriplex  Afriplex
Lluvias ~ Secas Lluvias ~ Secas Lluvias Secas ||uvias Secas
Litter | = x
!L ..,----—----—n !m---'---'-"
P e -: R L L .J :
g | PR r reRarew

Figura 19. Perfil molecular de productos de PCR obtenidos después de la amplificacion de
ADN total. La regla molecular indica tamano de alrededor de 350pb.

Se hicieron diferentes pruebas de separacion de los productos de PCR. Se encontré
que la mejor separacion resultdé al 6% de acrilamida y 25-75% en el gardiente. La
reduccion del TEMED vy el persulfato de amonio a concentraciones del 50% con el
consecuente tiempo que permita vertirlo sin que solidifique antes de terminar el

llenado.
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Figura 20. Perfil de DGGE que permite la separacion de fragmentos de
ADN obtenidos por PCR.

De acuerdo al programa del equipo fotografico de geles marca Kodak nos permitio
revelar 13 bandas de cianobacterias, lo que se debe traducir como 13 genotipos y en
cada estacion (lluvias y secas) y son 12 las bandas que se comparten.

En cambio en Atriplex tenemos 9 bandas, 9 genotipos que se detectan para la eposa
de secas y 11 bandas para la época de llivias. Se detectaron seis genotipos

compartidos.
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El analisis de similitud de Jaccard indica que la similitud de Afriplex es de 0.43, la

similitud en las muestras de Sueda es de 0.86y el indice de acuerdo a Jaccard es

significativO (J+(0.05)=0.61). Entre las muestras de Suaeda y Atriplex la similitud es

de 0.28, valor que no es significativo.

Analisis comparativo de las diferentes muestras

Se realiz6 el ejercicio de comparar la diversidad microbiana de acuerdo al tipo de

muestra. En la figura 20 se presenta un comparativo de cuatro muestras que son:

a)

b)

Todas las muestras. Se refiere a las muestras de hojarasca y suelo rizosférico
de la quenopodaceas analizadas. Se cuanta con 30,000 unidades operativas
taxonomicas (OTUs por sus siglas en inglés) que son principalmente
Actinobacterias y Bacteroidetes.

En la siguiente columna representa la diversidad cultivable y precisamente es
representativa de lo que encontramos en el microbioma donde existe un
porcentaje de actinobacteria, un alto porcentaje de bacteroidetes vy
acidobacteria.

La tercera y cuarta columna corresponde a la diversidad genética de las
semillas de Suaeda y Atriplex, la cual es muy especifica y en mas del 90%

asociada a acidobacteria.

Las acidobacterias es uno de los de los phyla mas abundante sobre la tierra y por

desgracia muy poco descritos por la dificultad de cultivarlos. Las secuencias del gen

16s ARNr fueron obtenidas relativamente de forma reciente en 1993 y asociadas a

un nuevo phyla en 1997. Presentan metabolismo amplio en el uso de fuentes de

carbono, como es uso de quitina, celulosa, almidon, laminarina y xilano. Asi también

tienen presencia de exopolisacaridos que les permiten sobrevivir en ambientes

extremos.
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Derivado de este estudio consideramos que esta es una evidencia de la
particularidad en el microbioma que se resguarda en las semillas como fuente de
conservacion, de dispersion, de una diversidad minima necesaria para que una vez

que la semilla logre germinar se realice lo que se conoce como colonizacion vertical.
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Figura 21. Grafica de la comparacion de diversidad microbiana por tipo de muestra
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4. DISCUSION

Muchos suelos salinos son el resultado de procesos naturales, los rios de suelo
mexicano y estadounidense muestran un amplio rango de salinidades debido a
diferentes caracteristicas geologicas y propias de los suelos, de su estructura y del
grado en que las aguas son influenciadas por la salinidad del subsuelo (Niazi, 2003).
Sin embargo, el problema se incrementa cuando el balance natural de la salinidad
en el ambiente cambia (Wu, 2001). En regiones aridas y semiaridas, las tierras
agricolas comienzan a hacerse menos productivas debido a la baja precipitacion y
alta evapotranspiracion, y por capilaridad las sales del subsuelo suben a la superficie
(Niazi, 2003). Algunas plantas se han adaptado a estos ambientes, la Suaeda
mexicana (el romerito) y Afriplex canescens (chamizo, four-wing saltbush) son
ejemplos de como estas especies han logrado desarrollar caracteristicas
metabdlicas pero también asociaciones que les permiten tener éxito en estos
ambientes (Barrow, 1997), lo cual puede estar ampliamente relacionado con el

microbioma salino que les acompana.

Se ha demostrado que los microorganismos endofitos y epifitos han logrado son
capaces de influenciar la sobrevivencia de plantas den ambientes extremos (Lucero,
2008). En la relacion planta-microorganismo, bacterias y hongos han sido
histéricamente tratados como organismos individuales (Berg, 2009). Sin embargo,
estudios recientes han descubierto multiples asociaciones entre plantas individuales,
las comunidades naturales de plantas y diversas asociaciones microbianas. Estas
asociaciones, muchas veces persisten en sistemas asépticos, en cultivos in vitro, lo
cual sugiere una compleja relacién que puede ser fundamental para el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Lucero et al., 2008)

Algunos de estos microbios se cree que se extienden en la rizésfera y los suelos

circundantes, donde pueden interactuar con otros microbios para crear un
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microbioma complejo que afecta el funcionamiento de todo el ecosistema (Wakelin,
2008; Lucero, 2014).

Por la capacidad de crecimiento en ambientes extremos (pH de 9 y salinidad
de 10%) los microorganismos aislados en este trabajo pudieran considerarse como
extremofilos. Una serie de entornos pueden ser considerados extremos, ya sea en
términos quimicos (pH, salinidad, contenido de agua) o parametros fisicos
(temperatura, presion, radiacion) (Mohammadipanah, 2015). Los extremofilos se
desarrollan para prosperar o aproximarse a los rangos extremos de estos
parametros fisico-quimicos. Por el contrario, un gran numero de microorganismos,
conocidos como extremoétrofos, pueden crecer pero no se optimizan esencialmente a
pesar de condiciones extremas como la disponibilidad de nutrientes diluidos que
pueden ser considerados oligotréficos en lugar de oligofilos (Mohammadipanah,
2015) como los que se reportan en este trabajo.

La complejidad de la comunidad microbiana asociada a la rizosfera y los
enddfitos, asi como su identificacion ha obstaculizado previamente el estudio del
impacto de la diversidad microbiana en plantas de importancia de zonas aridas y
semiaridas (Lucero, etal 2011). Por ejemplo las células de microorganismos
endoéfitos son superados rapidamente en numero por las células dentro de la
comunidad microbiana del suelo la cual es mas diversa, resultado que también fue
encontrado en este trabajo. En las semillas se encontr6 una menor diversidad pero

una poblacién mayor de microorganismos.

La diversidad, la naturaleza criptica, y caracteristicas que hacen imposible
cultivarse de taxones microbianos asociados a las plantas nos dirigen hacia los
enfoques basados en la PCR, mismos que dependen de la extraccion exitosa de
ADN microbiano a partir de diversos tipos de células, y son propensos a la
amplificacion sesgada de diversas secuencias (Lucero 2011).
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En la relacion planta-microorganismo, bacterias y hongos han sido histéricamente
tratados como organismos individuales (Schardl et al., 2004). Sin embargo, estudios
recientes han descubierto multiples asociaciones entre plantas individuales, las
comunidades naturales de plantas y diversas asociaciones microbianas. Estas
asociaciones, muchas veces persisten en sistemas asépticos, en cultivos in vitro, lo
cual sugiere una compleja relacién que puede ser fundamental para el crecimiento y

desarrollo de las plantas (Lucero et al., 2008a; Yuan et al. 2010; Lucero et al. 2011).

Algunos de estos microbios se cree que se extienden en la rizésfera y los suelos
circundantes, donde pueden interactuar con otros microbios para crear un
microbioma complejo que afecta el funcionamiento de todo el ecosistema (Rodriguez
et al. 2008; Raaijmakers et al. 2009; Yuan et al. 2010; Hardoim et al. 2012).

Se cree que todas las especies vegetales albergan endoéfitos muchos de los cuales
son compartidos y transferidos entre las plantas, en sentido horizontal (Saikkonen et
al. 2004; Gallery et al. 2007; Kluger et al. 2008), y vertical muchas de las cuales son
transmitidas por la semilla, lo que se transfiere de generacidn en generacion y que
influyen en la germinacion y la adecuacion de las plantas (Kremer 1987; Schard| et
al. 2004; Lucero et al. 2008a, 2011; Dalling et al. 2011; Johnston-Monje y Raizada
2012; Barrow et al. 1997; Barrow et al. 2004; Lucero et al. 2011).

La complejidad de la comunidad microbiana asociada a la rizosfera y los enddfitos,
asi como su identificacién ha obstaculizado previamente el estudio del impacto de la
diversidad microbiana en plantas de importancia de zonas aridas y semiaridas
(Lucero et . Al 2008b). Por ejemplo las células de microorganismos enddfitos son
superados rapidamente en numero por las células dentro de la comunidad
microbiana del suelo la cual es mas diversa, lo cual es un resultado que nuestro

estudio confirma.
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La diversidad, la naturaleza criptica, y caracteristicas que hacen imposible cultivarse
de taxones microbianos asociados a las plantas nos dirigen hacia los enfoques
basados en la PCR, mismos que dependen de la extraccion exitosa de ADN
microbiano a partir de diversos tipos de células, y son propensos a la amplificacion
sesgada de diversas secuencias (Lucero 2011). Estas limitaciones explican los retos
que hemos experimentado en los intentos anteriores para identificar y monitorear el
microbioma asociado a quenopodaceas y como influyen en el crecimiento y la
productividad de estas planras en sus ambientes extremos (Lucero et al. 2006;
Lucero et al. 2008b). Las nuevas herramientas de metagendmica, incluyendo 454-
pirosecuenciacion son las mejores oportunidades hasta la fecha para la exploracion
y entendimiento del microbioma y el movimiento vertilal a través de genotipos de
plantas hospederas.

La reciente aplicacion de técnicas de metagendmica en el terreno y en las lineas de
plantas haldfilas-halotolerantes ha demostrado que las comunidades microbianas
asociadas a la planta pueden ser extraordinariamente complejas (Arnold 2002;
Arnold et al. 2007). Los secuenciadores préxima generacion permiten revelar
decenas de taxones microbianos en sistemas de plantas micropropagadas, de las
cuales se pensaba que soélo contenia algunos endodfitos (Lucero et al, 2011).
Trabajos recientes han descubierto una amplia informacion que indica que los
hongos asociados a plantas representan muy diversos linajes de hongos, a menudo
desconocidas (Arnold et al. 2002; Yuan et al. 2010). Por ejemplo, al examinar la
diversidad y distribucién de las comunidades de hongos del suelo en un pastizal
semiarido, Porras-Alfaro y otros (2011) encontraron que aproximadamente el 40 %
de las unidades taxondmicas operacionales (UTO) de aislados de suelos rizosféricos
de pastos y costras bidticas del suelo se consideran nuevas, en comparacion con
otras secuencias en NCBI utilizando BLAST. Se ha sugerido que la caracterizacion
de la comunidad fungica asociada a un amplio rango de hospedadores permitiria

una comprension mas profunda de las interacciones dentro de estas comunidades y
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revelaria como se transmiten estos en la relacioén planta-microorganismo (Collado et
al. 2007; Yuan et al. 2010; Lucero et . al. 2011 ).

5. Conclusiones

Uno de nuestras conclusiones es que como los medios diluidos (oligotroficos) son en
los que mejor recuperacion de la diversidad encontramos, por ejemplo el medio
modificado mCAT. La recuperacion de microflora cultivable de muestras de suelo de
la rizosfera y de hojarasca (litter) depende de el medio utilizado, de las
concentraciones de sal, pero en contraste podemos concluir que no hay influencia
del pH para la recupreacion de diversidad cultivable proveniente de este tipo de
ambientes.

Los microorganismos provenientes de la rizosfera son los que mejor actividad
promotora de crecimiento vegetal encontramos en el bioensayo, estos datos que

obtuvimos otros autores indican tener resultados parecidos como en Smalla (2001).

Estos experimentos agregan apoyo a la hipétesis de que los microbiomas de plantas
adaptadas a ambientes aridos incluyen especies que apoyan el crecimiento de las

plantas y que toleran condiciones extremas como la salinidad o el pH alto.

Por otra parte la disminuciéon de los costos asociados con la secuenciacion del
genoma ofrecen capacidades sin precedentes para el estudio de  genes
relacionados a la interaccion planta-microorganismo lo que permite la oportunidad
para la caracterizaciéon funcional de los microorganismos de vida libre y los
endoéfitos con el fin de entender mas completamente las relaciones verticales y
horizontales (Lucero y col . 2011). EI microbioma cultivable y los potenciales
endoéfitos que se han aislado de ambientes unicos o extremas a menudo contienen
rasgos moleculares que influyen en el rendimiento de plantas en estos ambientes (
Barrow 2001; Barrow y Osuna 2002; Lucero et . al 2006 , 2008a ; . Yuan et al. 2010).
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Potencialmente los organismos aislados y los que a futuro puedan ser recuperados
de estos ambientes podrian constituir consorcios de microorganismos de vida libre y
endofitos demostrado que contribuyen a la planta hospedante a conferir funciones
adaptativas que pueden tener aplicaciones en la rehabilitaciéon y restauracion, los
alimentos y la produccién de energia, y la mitigacion de los impactos del cambio
climatico global.

El analisis filogenético de la microbiota cultivable muestra un numero importante de
clonas del género Bacillus y del género Strepfomyces mismos que estan
comunmente asociados con los ecosistemas aridos. La respuesta de las plantas de
amaranto crecidas en presencia de un medio salino y de la microbiota cultivable de
guenopodiaceas proporciona clara evidencia de que las bacterias pueden ser
transferidos a plantas huéspedes no relacionados para mejorar su sobrevivencia en
ambientes adversos. Esta evidencia apoya la hipotesis de la transferencia enddfito
ofrecido para explicar los cambios en la productividad de las plantas observadas
siguiendo co-cultivo de diversas especies de plantas reportadas en estudios previos
( Lucero et. al, 2006 y 2008a).

Un examen mas detallado de la transferencia horizontal de enddfitos tiene el
potencial para dilucidar la importancia ecologica de la ecologia de bacterias y de las
interacciones huésped- endofitos para controlar invasion de especies exéticas, la
mejora de resistencia de las plantas al estrés bidtico o abidtico, o la mejora de las
capacidades de las plantas para adaptarse a los cambios en los habitats. Asimismo,
con la pérdida sin precedentes de biodiversidad que muchos ambientes estan
experimentando ahora , la necesidad de comprender mejor las interacciones planta -
medio ambiente y la importancia ecoldgica que enddfitos desempefian en funcién de
los ecosistemas esta aumentando de forma exponencial. La comprension de cémo
los enddfitos transferidos confieren sus rasgos de las plantas hospedantes nuevos
tiene los posibles problemas ecologicos, ambientales y sociales del puente.
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Uso de las interacciones del microbioma de plantas para promover
una agricultura siempre verde.

Resumen

El innovador fitomejoramiento y la transferencia de tecnologia fomentaron la
Revolucion Verde (GR), que transformé la agricultura en todo el mundo al aumentar
los rendimientos de cereales en los paises en desarrollo. El GR alivié temporalmente
el hambre en el mundo, pero también redujo la biodiversidad, el ciclo de los
nutrientes y el secuestro de carbono (C) que las tierras agricolas pueden
proporcionar. Mientras tanto, la disparidad econdmica y la inseguridad alimentaria
dentro y entre los paises continuan. Los avances agricolas posteriores, centrados en
objetivos como aumentar los rendimientos de los cultivos o reducir el riesgo de una
plaga especifica, no han logrado satisfacer las demandas de alimentos a escala
local o restaurar los servicios perdidos de los ecosistemas. Un aumento en la
poblacion humana, el cambio climatico, la creciente demanda per capita de
alimentos y energia, y la reduccion del potencial de los ecosistemas para
proporcionar servicios agricolas relevantes han creado una necesidad implacable de
mejores practicas de produccion de cultivos. Satisfacer esta necesidad de manera
sostenible requerira enfoques interdisciplinarios que integren la ecologia microbiana
y de las plantas con los esfuerzos para avanzar en la produccion de cultivos
mientras mitigan los efectos de un clima cambiante. Los avances metagendmicos
estan revelando dinamicas microbianas que pueden mejorar simultaneamente la
produccion de cultivos y la restauracion del suelo al tiempo que mejora la resistencia
de los cultivos al cambio ambiental. Restaurar la diversidad microbiana a los
agroecosistemas contemporaneos podria establecer servicios ecosistémicos y
reducir los costos de produccidn para los productores agricolas. Nuestro marco para
examinar las interacciones planta-microbiana a multiples escalas, modelar los

resultados para explorar ampliamente los impactos potenciales, e interactuar con las
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redes de extension y capacitacion para transferir tecnologias agricolas basadas en
microbios a través de escalas socioecondmicas, ofrece una estrategia integrada
para promover la sostenibilidad del agroecosistema y al mismo tiempo minimizar el
potencial de tipo de retroalimentacién ecoldgica y socioecondmica negativa que ha
resultado de muchas tecnologias agricolas ampliamente adoptadas.

Palabras clave: revolucion verde, microbioma, metagendémico, agricultura

sostenible.

1. Introduccién

Entre 1940 a 1970 las innovaciones en genética vegetal y las practicas
agronomicas establecieron la llamada Revolucion Verde (RV), la cual aumento la
produccion de cultivos en todo el mundo y aceleré el desarrollo de la agricultura
industrializada (Ortiz et al., 2007; Stanger y Lauer, 2008). El beneficio general de las
practicas agricolas resultantes y sus impactos tanto en la seguridad alimentaria
como en la salud ambiental se han debatido durante décadas. Aunque la pérdida de
la diversidad de microorganismos asociada con los agroecosistemas como resultado
de las practicas agricolas industrializadas no ha sido un foco principal en este
debate. Recientemente, los avances en metagendémica, la secuenciacion de ADN
de muestras ambientales no cultivadas, profundizaron la conciencia de que
complejas comunidades microbianas interactuan con las plantas para promover el
crecimiento. La nueva comprension de esta interdependencia entre las plantas y los
microbiomas proporciona evidencia de que restaurar la diversidad microbiana en los
agroecosistemas es crucial para mitigar los impactos del cambio climatico para
lograr la sostenibilidad agricola y la seguridad alimentaria.

En éste capitulo, revisaremos los resultados de los recursos genéticos y otros
componentes de la agricultura industrializada que han reducido la sostenibilidad del
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agroecosistema. Resaltaremos las complejidades de los agroecosistemas que
desafian los esfuerzos contemporaneos para aumentar la seguridad alimentaria y la
sostenibilidad a través de tecnologias mejoradas de produccion de cultivos.
Discutiremos la necesidad de abordar esta complejidad con esfuerzos
multidisciplinarios que consideren los impactos en diversas escalas espaciales,
temporales y socioecondmicas para desarrollar tecnologias diversas y apropiadas
que hagan que la agricultura sea social, econdmica y ambientalmente sostenible.
Finalmente, destacaremos el potencial de las tecnologias basadas en
microorganismos para contribuir a tales esfuerzos de una manera que tenga un
impacto beneficioso tanto en la mitigacion del cambio climatico como en la

sostenibilidad del agroecosistema.
2. Los avances de la Revolucién Verde

Los avances tecnologicos de la Revolucidén Verde dieron como resultado
combinaciones genéticas de plantas que respondieron a insumos quimicos para
lograr alta productividad y rendimientos. La implementacion en México transformo al
pais de una nacién importadora de trigo a una nacidon exportadora de trigo. Esto
llevé a India, Pakistan y Turquia a importar germoplasmas y tecnologias para trigo
de México. El éxito revolucionario en estos paises se atribuy6 no solo a los avances
técnicos en nutricion y genética de las plantas, sino también a la coordinacion
estratégica de los factores sociales y econdmicos. Este esfuerzo coordinado,
descrito como la estrategia de lanzamiento (Borlaug y Aresvik, 1973), se implemento
en naciones amenazadas por la hambruna en la década de 1960.

Fueron tres componentes involucrados en la RV:

1. La distribucion de germoplasmas de trigo seleccionados;

2. La transferencia de la tecnologia via campos demostrativos en los que a
partir de fertilizantes quimicos y cultivares de granos hibridos se hacia visible la
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innovacion para los productores locales, planificadores, funcionarios del gobierno y
cientificos;

3. Apoyos de precios gubernamentales que aseguraron la rentabilidad de las
nuevas practicas.

India, Pakistan y Turquia vieron que la produccién de trigo se duplicé cada
cinco afos después de adaptar las variedades mexicanas de trigo (Ortiz et al.,
2007). Los poderosos efectos beneficiosos que se produjeron apoyaron el Premio
Nobel de la Paz para Norman Borlaug en 1970 y contribuyeron a una transformacion
global de las practicas agricolas.

Los logros obtenidos a través de la esperanza inspirada en los
recursos genéticos de que las tecnologias para aumentar el rendimiento de los
cultivos terminarian, o al menos reducirian, el hambre en el mundo, pero
desafortunadamente, esta promesa de la RV no se realiz6 de manera uniforme o
sostenible. EI hecho de no reducir de manera sostenible el hambre, a pesar del
aumento de la produccion y el avance tecnolégico continuo, puede atribuirse a una
multitud de factores socioecondmicos, politicos y ambientales complejos que
interactuan a través de escalas y disciplinas para influir negativamente en la
distribucion geografica de los alimentos y su utilizacion (Figura 21). Borlaug cit6 el
crecimiento de la poblacion y la comprension global insuficiente de la produccion de
cultivos como factores que limitan los beneficios a través de la mejora de la genética
de las plantas. Lamentd el alcance disciplinario limitado de los esfuerzos de
investigacion agricola en su época (Borlaug, 1977). M.S. Swaminathan, quien
contribuy6 decisivamente a llevar las variedades de alto rendimiento de Borlaug a la
India, posteriormente pasdé décadas evaluando las diversas amenazas a los
ecosistemas que derivado de los esfuerzos enfocados para aumentar los

rendimientos de los cultivos.
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Figura 22. Variables que interactian para influenciar la seguridad alimentaria son
infinitamente complejos. A. Las variables son agrupadas dentro de una escala temporal,
biofisica y social.

El potencial de variacion temporal y espacial que influye en la seguridad
alimentaria, incluida la disparidad econdmica, el crecimiento de la poblacién
humana, las demandas del mercado, Ila infraestructura, las politicas
gubernamentales, el clima, el terreno, la calidad del suelo, la deriva genética y las
plagas, es alto. Esto hace que los esfuerzos para comprender las consecuencias de
los cambios tecnologicos sean tediosos y costosos de abordar (Figura 10.1a). Las
preocupaciones de que la investigacion agricola estda amenazada por un apoyo
insuficiente para la investigacion interdisciplinaria fueron articuladas por los

cientificos agricolas desde el siglo XIX, cuando W. J. Spillman experimentd con la
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genética del trigo (Carlson, 2005). Con el objetivo de documentar el progreso a
pesar de los recursos limitados, fué tentador lograr avances o impactos en areas
estrechamente enfocadas que muchos consideraron importantes (por ejemplo, los
rendimientos de los cultivos). Sin embargo, este enfoque no aborda la importancia
de aquellos factores interactivos que son mas dificiles de controlar, como el cambio
climatico, las poblaciones de insectos y microorganismos, la comprension humana
de la ecologia y la economia. Por lo tanto, los cientificos con frecuencia se
especializan en areas relativamente estrechas de experiencia que abarcan un

nuamero minimo de disciplinas y escalas (Figura 10.1b).
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Figura 23. Esquema que ilustra las interacciones en escala espacial y temporal de
las variables que influencian la seguridad alimentaria
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El RV proporciona una imagen del potencial de los factores de interaccion
para crear problemas a largo plazo cuando se implementan ampliamente los
avances tecnoloégicos en algunas areas, incluida la genética de plantas, la
mecanizacion y el desarrollo de fertilizantes quimicos. Las tecnologias de la RV
permitieron claramente a los cultivadores aumentar temporalmente los rendimientos
de los cultivos en suelos agotados. La grave amenaza de hambruna en ese
momento provocod esfuerzos complementarios en la diplomacia internacional, la
extension y la intervencién gubernamental que evadieron la hambruna y expandieron
el alcance global de la agricultura industrializada. La necesidad de una rapida toma
de decisiones superd la necesidad de una planificacion cuidadosa a largo plazo.
Desafortunadamente, después de que se evitd la hambruna, las practicas de RV se
adoptaron ampliamente a costa del desarrollo de practicas tradicionales de
construccion de suelos a largo plazo. Esto ocurrié a pesar de las preocupaciones
expresadas por los lideres de GR de que la adopcidén generalizada podria conducir a
una era de desastre agricola (Swaminathan, 1968).

Hoy en dia, nuestra poblacion mundial incluye a casi mil millones de personas
que padecen hambre cronica (FAO, 2008) y otras personas que sufren de
desnutricion. Mientras tanto, la erosion, la reduccion de la calidad del suelo y del
agua y la pérdida de biodiversidad asociada con las practicas agricolas
contemporaneas es alta (Gunningham, 2007; Kiers et al., 2008). El desafio al que
nos enfrentamos es disefiar nuevos enfoques agricolas que consideren no solo la
mejora del rendimiento y la resistencia de los cultivos en condiciones de manejo
controlado, sino también los factores ecoldgicos y socioecondmicos mas amplios y
menos manejables que interactuan a diferentes escalas para influir en la seguridad
alimentaria y la calidad ambiental. Para enfrentar este desafio, debemos reconocer

la complejidad del problema.

La Figura 10.1a ilustra el espectro infinitamente discutible de variables

interdependientes que interactuan para influir en la seguridad alimentaria. Debido a
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su interconexion intrinseca, la manipulacion de cualquier conjunto de variables
tendra influencia directa o indirecta, inmediata o diferida en otras variables. Por
ejemplo, el acceso de un administrador a la informacion sobre las poblaciones de
plagas puede impulsar decisiones para tratar los cultivos con insecticida. La decision
puede ser impulsada por la necesidad real de administrar los ingresos. Sin embargo,
la accion también afectara la calidad del suelo y el agua, la biodiversidad, la salud

humana, la nutricion y otras variables en formas que son mas dificiles de evaluar.

La escala de las variables se ilustra en la Figura 10.1b, y las interacciones
entre las escalas también deben considerarse para comprender mejor el potencial
de las decisiones para gestionar un conjunto de variables en una escala, como las
vias biosintéticas de aminoacidos alteradas disefiadas en el genoma de una planta
en la escala molecular, para influir en otras variables, incluidas las interacciones
microbianas, los costos de produccion de cultivos, la nutricion humana, la percepcion
publica, en otras escalas. Por lo tanto, los gerentes, investigadores y responsables
de politicas que abordan la seguridad alimentaria se enfrentan a la tarea de evaluar

el ilimitado potencial de resultados asociado uso de recursos finitos.

3. Esfuerzos multiescala y musltidisciplinarios para ayudar a la sostenibilidad

Para lograr verdaderos avances agricolas que beneficien a la sociedad en su
conjunto, es importante integrar una comprension de las tecnologias desarrolladas
dentro de una disciplina y aplicadas a una sola escala. Esto incluye avances que
mejoran la comunicacion celular entre las raices de las plantas y los rizobios, con los
efectos mas amplios y menos tangibles que estas variables pueden tener sobre
factores relacionados en escalas mas amplias, como las poblaciones de plagas, la
nutricion humana y la calidad ambiental. Ademas de estos impactos mas amplios,
también debemos reconocer que las tecnologias de GR, que se implementaron para
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aliviar el hambre al aumentar la produccion de cultivos, son reconocidas por muchos
por haber confundido los problemas al apoyar el crecimiento de la poblacion, la
pérdida de fincas pequefas, la degradacion ambiental y la riqueza de calorias,
practicas dietéticas pobres en nutrientes (Das, 2002; Lairon, 2010; Pinstrup-
Anderson y Hazell, 1985).

Con un aumento de la poblacion humana, el desarrollo industrial también
progresa. Siguen el cambio climatico y la degradacion ambiental, que desafian la
produccion sostenible de cultivos (FAO, 2008; Sanchez y Swaminathan, 2005;
Swaminathan, 2010; Proyecto del Milenio de las Naciones Unidas, 2005). Por
ejemplo, el cambio climatico tiene el potencial de aumentar el estrés abidtico en los
cultivos al tiempo que altera los nichos ambientales de plagas, patogenos y malezas.
Alternativamente, la mejora de la produccion de alimentos utilizando las tecnologias
actuales aumenta los requisitos de combustible, pero las reservas de combustible
agotadas impulsan la demanda de biocombustibles, haciendo que la produccion de
cultivos para alimentos sea directamente competitiva contra la de combustibles.
Cada una de estas preocupaciones esta estrechamente vinculada la dinamica de
mejorar la calidad ambiental.

Numerosos esfuerzos locales, regionales y globales estan abordando
actualmente la seguridad alimentaria con esfuerzos innovadores de transferencia de
tecnologia e informacion (Fundacion Bill y Melinda Gates, 2009; FAO, 2011;
Lombard et al., 2006; Ortiz, 2006; Ortiz et al., 2007 ). El término Revoluciéon Verde
(RV) fue acufnado para articular la necesidad de hacer que los resultados de estos
esfuerzos sean sostenibles (Swaminathan, 2010). Es incierto si los enfoques
contemporaneos, que son todos los bloques de construccién de RV importantes,
seran adecuados para abordar las demandas actuales y futuras de alimentos
(Sanchez y Swaminathan, 2005). En particular, la mayoria de estos esfuerzos siguen
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siendo fitocéntricos, haciendo hincapié en las tecnologias basadas en plantas para
mejorar la produccién de cultivos (Lynch, 2007; Ortiz et al., 2007).

Los avances recientes en la comprension de las interacciones planta-
microbio, impulsados por las nuevas tecnologias que permiten la evaluacién rapida
de las comunidades microbianas, tienen una promesa importante para satisfacer las
necesidades globales para acelerar la RV. En este capitulo, destacamos el potencial
sin explotar de las comunidades microbianas para mejorar los rendimientos de los
cultivos mientras se restauran las propiedades de construccion de suelos, ciclos de
nutrientes y reduccion de plagas en los agroecosistemas. Observamos las
caracteristicas de la produccion de plantas asistida por microbios que ofrecen
beneficios socioeconémicos para los pequefios agricultores y las caracteristicas de
secuestro de carbono (C) que ofrecen relevancia para mitigar los impactos del
cambio climatico. También describimos una estrategia fundamental que puede
acelerar la comprension de las interacciones planta-microbio dentro del contexto de
multiples escalas de agroecosistemas completos. Describimos las redes existentes y
las que estan en desarrollo disefiadas para promover el intercambio de informacion
y la investigacion participativa para ampliar los nuevos conocimientos a través de
escalas socioecondmicas y geograficas. Finalizamos resumiendo la necesidad
critica de politicas que promuevan este y otros esfuerzos amplios, integrados y a

largo plazo para promover la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria.

4. Interacciones microbianas a través de interfaces de plantas, suelos y
medioambientales

En los ecosistemas no perturbados, las plantas estan asociadas con un
continuo de otros organismos, la mayoria de los cuales son microorganismos. Estos
incluyen epifitos en las superficies de las plantas, endofitos dentro de las plantas y
rizosféricos y microbios del suelo asociados con los organos de la planta
subsuperficiales y las interfaces del suelo (Figura 10.2). Estos microbiomas
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secuestran cantidades significativas de C atmosférico, lo que ayuda a mitigar el

cambio climatico (Muller-Stover et al., 2012).
FIGURE 1A FIGURE 1B
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Figura 24. Las plantas en ambientes naturales y sin perturbacion establecen un
continuo microbiano de endofitos (circulos azules), epifitos (estrella roja),
microorganismos rizosfericos (marcas purpuras), microorganismos de la capa de suelo
(diamantes amarillos) y facultativos (tiangulos blancos) y los microrganismos del suelo no
asociados a la planta (cuadros dorados) para obtener nutrients basicos, minerals y/o
responder al estres biotico y abiotico.

Ademas, los microbiomas conectan las plantas a los sustratos circundantes
(Green et al., 2008; Khidir et al., 2008), el ciclo de nutrientes (Barrow et al., 2008;
Green et al., 2008; Rodriguez y Fraga, 1999), estabilizan el suelo ( Gale et al., 2000);
aumentan la tolerancia al estrés bidtico y abidtico (Barrow et al., 2008) y amortiguan
el impacto de los factores ambientales en las plantas (Gale et al., 2000; Lee et al.,
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2009; Okon, 1985; Plett y Martin, 2011; Rodriguez y Fraga, 1999; Rodriguez y
Redman, 2008). Cabe destacar que estas funciones microbianas son paralelas a
muchas de las acciones de manejo que realizan los humanos para mejorar el
crecimiento de los cultivos en los agroecosistemas (Barrow et al., 2008). Por
ejemplo, los microorganismos pueden producir alcaloides que disminuyen a las
plagas de insectos, reduciendo la necesidad de aplicacion de pesticidas (Kuldau y
Bacon, 2008; Schardl et al., 2004). Los microbios fijan el nitrégeno atmosférico y
solubilizan el fosforo, lo que puede reemplazar la necesidad de fertilizantes
minerales (Richardson, 2001; Rodriguez y Fraga, 1999; Stanger y Lauer, 2008). Los
microbios mejoran la agregacion del suelo, aumentando tanto la aireacion como la
capacidad de retencion de agua del suelo (Gale et al., 2000) en formas que pueden

reducir la necesidad de un manejo intensivo del riego o un arado profundo.

Cabe destacar que, aunque gran parte de la investigacion sobre cultivos se
dedica al estudio de los hongos micorrizicos, rizobiales y otros microorganismos
asociados a la raiz que fijan nitrégeno, enddfitos (Barrow et al., 2008) y microbios de
la capa o corteza (“crust”) del suelo (Briggs and Morgan, 2012; Evans y Belnap ,
1999; Green et al., 2008) han sido muy estudiados en pastos y ecosistemas
naturales. Los enddfitos son de creciente interés para la agricultura porque los
beneficios que confieren a las plantas pueden transferirse de una generacion a otra,
ofreciendo una alternativa rapida y econémica a la ingenieria genética (Barrow et al.,
2008). Los microbios de la corteza del suelo, que tienen la capacidad de fijar
nitrogeno y promover la estabilidad del suelo (Briggs y Morgan, 2012; Evans y
Belnap, 1999), son ampliamente ignorados en los agroecosistemas. Las practicas
agricolas industriales, como la siembra mecanica, la labranza y el cultivo, la
aplicacion de fertilizantes sintéticos y pesticidas y la recoleccion perturban la
integridad estructural y la diversidad funcional de las comunidades microbianas
asociadas, lo que obliga a una mayor dependencia de los insumos artificiales para

mantener los rendimientos de los cultivos.
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Histéricamente, los avances que aumentaron la produccién agricola se
lograron en gran medida al evitar las asociaciones planta-microbioma, confiando en
cambio en la labranza para controlar las malezas y la compactacion del suelo, y en
los agroquimicos para proporcionar nutrientes y eliminar los los factores de estrés
bidticos. Tal enfoque era inevitable, porque hasta hace poco, las comunidades
microbianas y sus efectos asociados en la fisiologia de las plantas no podian
detectarse o estudiarse de manera eficiente. EI hecho de omitir el papel de los
microbios y otras biotas que sustentan las plantas dio como resultado la
implementacién de practicas, como la aplicacion de pesticidas no selectivos para
reducir los patdégenos, que las plantas se desacoplaron involuntariamente de sus
organismos de apoyo, incluidas aquellas vastas comunidades microbianas cuyo
éxito coevolutivo estaba asociado a la sincronizacién eficiente de la produccién
primaria de la planta con procesos de descomposicion, solubilizacion de nutrientes y

formacioén de suelos.

Muchas practicas agronodmicas contemporaneas y el uso de agroquimicos
influyen negativamente en las estructuras de la comunidad microbiana, lo que afecta
negativamente la fertilidad del suelo (Bueno y Ladha, 2009; Fox et al., 2007) y las
emisiones de C (Dubey y Lal, 2009), al tiempo que contribuyen a la degradacion
ambiental (Kiers et al. ., 2008). A medida que se reconocen los impactos
ambientales asociados con estas acciones, incluida la reduccion del secuestro de C,
la pérdida de poblaciones de insectos beneficiosos, el aumento de la erosidon del
suelo y la contaminacion del agua subterranea por agroquimicos, las acciones en si
se han justificado por nuestra necesidad critica de alimentar a la poblacién humana
en expansion. Esta justificacion persiste a pesar de la conciencia de que las
practicas mismas afectan negativamente los costos de los insumos asociados con la
produccion de cultivos, o que hace que la seguridad alimentaria sea cada vez mas
dificil para las comunidades de bajos ingresos (Kiers et al., 2008).
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5. Evaluando el potencial microbiano para revolucionar la sostenibilidad del
agroecosistema.

Una alternativa al avance de la seguridad alimentaria y la mitigacion del
cambio climatico a través de tecnologias agricolas fitocéntricas es aprovechar
comunidades microbianas enteras para ciclar los nutrientes, construir agregados del
suelo e impulsar la tolerancia al estrés de las plantas (Barrow et al., 2008; Dubey y
Lal, 2009; Rodriguez y Redman , 2008). Los beneficios potenciales de explotar las
interacciones microbianas con las plantas han sido reconocidos por mas de un siglo
(Frank, 2005). De hecho, algunos de estos beneficios ya se han adoptado mediante
la mejora de la rotacion de cultivos, la agricultura de precision y la agricultura
organica, la reduccion de la labranza y el manejo integrado de plagas (Dubey y Lal,
2009; Stanger y Lauer, 2008; Swaminathan, 2010). La introducciéon de microbios
fijadores de nitrogeno o de movilizacion de fésforo en los sistemas de produccion de
cultivos puede aumentar la disponibilidad de nutrientes (Rodriguez y Fraga, 1999;
Stanger y Lauer, 2008). Por ejemplo, la transferencia de microbios endofitos
transmitidos por las semillas puede crear nuevos germoplasmas con una mejor

tolerancia al estrés (Barrow et al., 2008).

Hasta la fecha, los resultados para aprovechar los servicios microbianos
varian. Dicha variacion se atribuye a una comprension insuficiente de la complejidad
de las comunidades microbianas, la falta de compatibilidad genética entre los
hospedadores y microbios probados y las deficientes tecnologias de monitoreo y
deteccion microbiana (Barrow et al., 2008; Richardson, 2001). Los nuevos enfoques
de secuenciacion de ADN de alto rendimiento ofrecen las primeras oportunidades
significativamente posibles para examinar ampliamente las interacciones
microbianas importantes para aumentar la produccién de plantas (Comité de
Metagendmica, 2007). Estas técnicas, que incluyen la metagenomica para describir
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la diversidad genética de la comunidad microbiana, y la transcriptomica, protedbmica
o metabolémica para describir las interacciones de la comunidad a escala molecular,
ahora se aplican a los sistemas microbianos de plantas y suelos para explorar las
influencias microorganismos en la productividad sostenible de las plantas.

Incluso los métodos mas avanzados y de alto rendimiento disponibles hoy en
dia no detectan grandes porciones de las comunidades microbianas presentes
(Lucero et al., 2011), y es poco probable que la increible diversidad de reinos
microbianos nunca se entienda completamente. Esta es una de las razones por las
que un enfoque que utiliza el conocimiento de patrones y procesos bidticos
observados a escalas mas grandes puede ayudar a comprender el proceso

microbiano a escalas finas que pueden impulsar la produccién de cultivos.

Si bien nunca sera posible evaluar todas las variables que podrian interactuar
dentro de un agroecosistema, estas interacciones complejas y entre escalas pueden
comprenderse mejor a través de esfuerzos en red que combinan datos de diversos
componentes del ecosistema y modelos de simulacion para escalas vinculadas
multiples (Peters et al., 2007). Dichos esfuerzos en red permiten a los especialistas
dentro de areas de especializacion altamente enfocadas, como la genomica, la
ecologia microbiana, la ciencia del suelo y la economia, considerar conjuntos mas
amplios de efectores y respuestas, incluidas las respuestas inmediatas y latentes a
las acciones de gestion. Este enfoque en red para abordar cuestiones ecologicas
complejas ya se ha establecido (Moran et al., 2008; Peters et al., 2004, 2007).

Un marco conceptual relevante para el avance de agroecosistemas
sostenibles basados en microorganismos para mejorar la seguridad alimentaria y
mitigar el cambio climatico podria incluir una sintesis de datos ecologicos
recopilados de escalas espaciales y temporales de finas a amplias, y datos
socioeconomicos recopilados de diversas poblaciones, como se detalla a
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continuacion. Dichos datos, muchos de los cuales ya estan disponibles a través de
analisis no relacionados realizados en diversas disciplinas de ciencias naturales,
podrian vincularse a través de modelos de simulacién que ilustran los efectos
inmediatos ya largo plazo de las acciones de manejo en los conjuntos de
comunidades microbianas y la funcion del agroecosistema. Estos modelos
vinculados pueden ser utiles para predecir las consecuencias inmediatas ya largo
plazo de las acciones de gestion con diversos impactos en las estructuras de la
comunidad microbiana, permitiendo la exploracion de riesgos y beneficios de las

nuevas tecnologias antes de su implementacion.

5.1 Escala elemental, celular y molecular

Los expertos en quimica, biologia molecular y bioquimica podrian contribuir
aun mas a nuestra comprension de las interacciones que se producen en escalas
muy finas, incluido el ciclo de nutrientes y la estructura y funcién de la comunidad
microbiana. Las diferencias genéticas y metabdlicas entre comunidades microbianas
pueden revelarse mediante la secuenciacion de acidos nucleicos o el perfil
metabalico (Comité de Metagendmica, 2007; Lucero et al., 2011). La secuenciacion
del genoma completo, la protedmica y / o la metabolomica de bacterias y hongos
asociados con las plantas puede mejorar nuestra comprension de las funciones
microbianas que influyen en el crecimiento vegetal, productividad, la tolerancia a la
sequia y la salinidad, la defensa quimica, el crecimiento, la patogénesis, el ciclo de
nutrientes, el metabolismo primario y secundario, y nutricion. Los genomas
microbianos considerados valiosos para el desarrollo de germoplasma pueden
secuenciarse para evaluar genes que regulan la especificidad del hospedador, la
tolerancia al estrés bidtico y abidtico, la patogénesis y el metabolismo secundario
(Kuldau y Bacon, 2008; Schardl et al., 2004). Los metagenomas (secuencias
genomicas de comunidades microbianas completas) asociadas con un huésped de
planta en un habitat seleccionado pueden revelar el potencial metabdlico completo
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de los microbiomas para influir en la produccién de cultivos y otros tipos de
secuestro de C, incluidas las tasas de fijacion de C y la biomineralizacion catalizada
por microbios del suelo. Las bases de datos, como el Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (Genbank) o la Ciberinfraestructura para la Investigacion
y el Analisis de la Ecologia Microbiana Avanzada (CAMERA) ya ofrecen colecciones
publicas de datos ecolégicos y metagendmicos que, en combinacién con
documentos de investigacion relacionados, pueden proporcionar informacion
fundamental para la simulacién a gran escala. Cuando se vinculan a simulaciones
realizadas a escalas mas grandes, estos modelos se pueden usar para pronosticar
como las comunidades microbianas podrian responder a acciones de manejo
seleccionadas como la labranza del suelo o el riego, y para comprender como estas
respuestas microbianas podrian influir en los factores observados a escalas mas

grandes, incluido el secuestro global de carbono.

5.2 Tejido y planta entera.

Los fisiblogos de plantas, los fitomejoradores y los ecologos microbianos
pueden interactuar para explorar las variaciones en los microbiomas asociados con
las plantas nativas y las plantas de cultivos de variados historiales de domesticacion
para comprender mejor como las practicas de manejo impactan a las comunidades
microbianas asociadas a las plantas. Ademas, se pueden evaluar las interacciones
microbianas que influyen en la productividad de las plantas y el contenido de
nutrientes. La pirosecuenciacion codificada en la etiqueta de las comunidades
microbianas asociadas con las plantas hospedadoras y los suelos circundantes se
puede utilizar junto con los bioensayos de rendimiento de la planta para evaluar la
composiciéon de la comunidad microbiana asociada con las variaciones en los
parametros de producciéon de la planta. Los bioensayos de laboratorio, de
invernadero y de campo en los que las comunidades microbianas se manipulan

agregando o eliminando grupos especificos de microbios pueden revelar

140



condiciones en las que los microbios interactuan con las plantas huésped y / o con
otros microbios asociados a las plantas. Los experimentos a través de la sequia u
otros gradientes de estrés ambiental pueden revelar mecanismos por los cuales los
microbios se relacionan con las respuestas de estrés de toda la planta que influyen
en la produccion de cultivos. Los prondsticos de produccion de cultivos simulados
pueden incluirse en modelos a escala fina para demostrar como estos cambios
vegetativos podrian influir en el ciclo de C y del nitrégeno dentro de la comunidad
microbiana del suelo. Los resultados de ambas simulaciones vinculadas se pueden

utilizar como variables en simulaciones a escala global.

5.3 Escala comunitaria o bioma

Las comunidades microbianas asociadas con semillas, hojas, raices y suelo
asociadas con sistemas de cultivo especificos que incluyen monocultivos
convencionales, cultivos rotados y sistemas de labranza cero, pueden examinarse
para comprender como la composicién de la comunidad de plantas influye en la
dinamica microbiana. La combinacion de tales analisis con comparaciones de la
persistencia microbiana a través de niveles tréficos podria revelar interacciones de
microbios y plantas con el potencial de propagarse a través de las cadenas
alimenticias. Los analisis de microbios asociados con plantas vecinas e invasoras
pueden proporcionar informacion sobre las interacciones de la comunidad
importantes para resistir la invasion de plagas, con implicaciones tanto para la
produccion de cultivos como para la restauracion ambiental. La capacidad resultante
para predecir qué sistemas de cultivo seran mas resistentes a las invasiones u otras
amenazas ambientales facilitara la planificacion que asegure la productividad,
incluso cuando el cambio climatico hace que las practicas histéricas queden
obsoletas.

Los parametros que influyen en las caracteristicas del suelo a escala de

parche ya estan ampliamente documentados en muchas escalas nacionales. Por
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ejemplo, las unidades de mapas de suelos y las descripciones de sitios ecoldgicos
relacionados estan disponibles publicamente a través del Servicio de Conservacion
de Recursos Naturales del USDA (USDA-NRCS). La ambiciosa base de datos
mundial de informacion de suelos de ISRIC se esfuerza por satisfacer las crecientes
demandas globales al hacer que los datos relacionados espacialmente describan el
suelo, el clima, la geomorfologia, la vegetacion, el uso de la tierra y otras variables
disponibles en todo el mundo. Al documentar las coordenadas espaciales y describir
los parametros ecoldgicos asociados con las ubicaciones de las muestras de campo,
estos conjuntos de datos a largo plazo existentes, detallados y disponibles al publico
pueden aprovecharse para comprender los parametros del habitat que influyen en la

produccion de cultivos.

5.4 Paisaje a escala global.

Las coordenadas geoespaciales y las descripciones de los sitios ecoldgicos
asociadas con cada muestra ambiental podrian facilitar las comparaciones entre
sitios y revelar distintas habitats y variables de manejo que influyen en las
composiciones de los microbiomas a través de escalas geograficas. Dichos analisis
pueden ser poderosos para comprender el suelo, el paisaje y los factores climaticos
que influyen en las respuestas de los cultivos a las modificaciones microbianas, y
para comprender como estas respuestas pueden diferir a medida que cambian los
habitats. Se pueden aplicar analisis filogeograficos a escala regional y global para
explorar el papel de los factores temporales, climaticos y edaficos en la adaptacion
microbiana y de plantas, la estructura de la comunidad y la coevolucion. Los efectos
de desenmarafiamiento de diferentes factores se pueden lograr mejor a través de
estos analisis de escala geografica, donde se pueden examinar multiples factores
por separado y en combinacion. La vinculacién de estos factores de gran escala,
como las variables climaticas o los efectos del paisaje, a los modelos de simulacion
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que predicen la productividad de los cultivos puede ayudar a los administradores de

tierras a desarrollar practicas de manejo relevantes a nivel local.

5.5 Dinamicas que varian a lo largo de escalas temporales.

La enorme diversidad genética de los microbiomas y sus cortos tiempos de
generacion permiten una respuesta rapida y dinamica al cambio ambiental. Se
esperan cambios en la estructura de la comunidad microbiana luego de cambios
estacionales o actividades de manejo. El uso de estos cambios para beneficiar la
produccion o amortiguar las respuestas de los agroecosistemas al cambio climatico
requerira una mayor comprension de la dinamica temporal de las respuestas
microbianas a los impulsores ambientales. Las asociaciones de enddfitos, que
pueden trascender las generaciones de plantas o influir en la ecologia del huésped,
pueden entenderse mejor a través de analisis evolutivos de plantas hospedantes y
microbios asociados. Dichos estudios, realizados en conjunto con analisis
filogenéticos de plantas genéticamente relacionadas, podrian proporcionar
informacion transformacional sobre cémo los microbios influyen en la adaptacion de
la planta. Las comparaciones filogenéticas que evaluan microbios asociados con
germoplasmas de plantas nativas, de reliquia y comerciales tendran un valor
excepcional para ilustrar asociaciones importantes que se han perdido como
resultado de varias practicas de domesticacion, reproduccion y seleccion (Couch et
al., 2005; Doebley et al. ., 2006; Eyre-Walker et al., 1998).

Una jerarquia en escalas temporales corresponde aproximadamente a las
escalas espaciales descritas anteriormente. Si bien las comunidades microbianas
pueden responder rapidamente a los factores climaticos o la gestion, con el cambio
de los taxones dominantes durante periodos de minutos a dias, los taxones
dominantes en las comunidades de plantas pueden tardar semanas, meses o
incluso afios en cambiarse. Los conocimientos de estas interacciones espaciales y

temporales sugirieron que las comunidades microbianas que responden
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rapidamente pueden ayudar a las plantas a adaptarse al cambio climatico mas
rapidamente de lo que se puede esperar solo con el cambio genético de las plantas.
Los experimentos que prueben estos conocimientos seran valiosos para disenar
estrategias que mejoren la produccion de plantas o que hagan que las comunidades

de plantas sean resistentes al cambio climatico.

5.6 Gestion a través de escalas socioecondomicas.

En los agroecosistemas, los cultivos estan influenciados no solo por los
parametros biofisicos estandar, como el clima, el suelo y la vida silvestre, sino
también por las decisiones y acciones de gestion humana. Los seres humanos
deciden qué especies de cultivo plantar, dénde plantarlas y como alterar el entorno
natural para apoyar las plantas de cultivo. Dichas decisiones dependen en gran
medida de la informacion, porque se basan en nuestra comprension de como los
parametros biofisicos influyen en la productividad de la planta e interactuan a lo
largo del tiempo con diversos factores, incluidos los costos de produccion, los
precios de mercado, la mano de obra, los gustos y las preferencias de los
consumidores. Al igual que los parametros biofisicos y temporales, los parametros
socioeconomicos interactuan a través de escalas. Por lo tanto, la decisiéon de un
productor individual de cultivo de cultivar un cultivo especifico podria verse influida a
nivel nacional por la informacion sobre los incentivos de precios del gobierno y a
nivel local o regional por el conocimiento de la demanda del consumidor, la
capacidad de produccion y las redes de comercializacion. Tales decisiones de
gestion humana impulsadas por la informacion se encuentran entre los
determinantes mas poderosos de la seguridad alimentaria, la mitigacién del cambio
climatico y la sostenibilidad del agroecosistema. Por esta razon, es importante que
los gerentes tengan suficiente informacion, recursos y autoridad para tomar
decisiones para implementar practicas que se adapten a las condiciones que

influyen en su entorno local.
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Los modelos y las experiencias que ilustran las interacciones complejas y de
gran escala que afectan a las personas y los entornos cada vez que se introducen
nuevos enfoques de gestion seran utiles para evaluar las decisiones de gestion
antes de su implementacion. Hacer que estas ilustraciones estén ampliamente
disponibles, al tiempo que reduce las politicas generales que limitan las opciones de
gestion y compra, permitira a las personas explorar las consecuencias inmediatas ya
largo plazo de diversas acciones, y asi aprender de una combinacion de
experiencias reales y simuladas. Esto permitira a los productores y consumidores
tomar decisiones informadas que equilibren efectivamente las necesidades caléricas
y financieras a corto plazo con estrategias adaptadas localmente que promuevan la
salud humana a largo plazo y la integridad ambiental.Los avances globales en
tecnologia educativa y de la informacion, incluida la disponibilidad generalizada de
servicios de Internet y aplicaciones de telefonia celular, brindan la oportunidad de
hacer que dichos modelos y herramientas estén ampliamente disponibles para
diversos estratos socioeconomicos (Fundacion Bill y Melinda Gates, 2009; Sanchez
y Swaminathan, 2005; Swaminathan, 2010). Las estrategias de lanzamiento
modernizadas deberan utilizar estos avances al mismo tiempo que aumentan
simultdneamente los esfuerzos de extensidn y educacion para promover la
transferencia efectiva de informacion a los responsables de la formulacion de
politicas, los productores de cultivos, los procesadores de alimentos, los
distribuidores y los consumidores.

5.7 Acceso a la informacion a través de escalas socioeconomicas.

La necesidad de acceso a los datos para amplios sectores de usuarios
publicos no puede ser subestimada. La comprensién insuficiente a nivel comunitario
de las dinamicas ambientales y nutricionales detras de las tecnologias de produccion

de alimentos podria llevar a una exacerbacion de la disparidad socioecondmica
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existente (FAO, 2011; Sanchez y Swaminathan, 2005; Swaminathan, 2010). Si el
objetivo de una ER es lograr agroecosistemas sostenibles, es fundamental que la
investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias agricolas y alimentarias se
acompanen de esfuerzos agresivos e innovadores para compartir nuestra
comprension de las tecnologias de produccién de alimentos y sus posibles efectos
ambientales. La comprension colectiva de tales esfuerzos debe incluir no solo la
comprension de coémo aumentar los rendimientos de los cultivos o los valores
nutricionales, sino también la comprension de como las diferentes practicas de
gestion y las elecciones de los consumidores influyen en los servicios de los
ecosistemas que son cruciales para la sostenibilidad a largo plazo de las practicas
de gestion de agroecosistemas. Esta tarea se puede hacer manejable al incluir
productores, educadores, desarrolladores de mercado, creadores de politicas y
consumidores en diversos aspectos de la planificacion e implementacion de los
esfuerzos de transferencia de tecnologia, investigacion y tecnologia. Modelos como
los adoptados por grupos sin fines de lucro, como los Centros Internacionales de
Tecnologia Apropiada y Sostenibilidad Indigena (iCATIS), ilustran cémo estos

esfuerzos dificiles pueden avanzar a través de asociaciones en red.

6. Potencial microbiano para promover la seguridad alimentaria y mitigar el
cambio climatico

Se espera que las practicas agricolas que promueven microbiomas de plantas
y suelos integrados y funcionales promuevan la calidad de las plantas y los suelos
de maneras que sostengan, o incluso aumenten los rendimientos de los cultivos, a la
vez que mitigan los impactos del cambio climatico. protocolos de agricultura
ecologica representan pasos en la direccion correcta, ya que reducen la alteracion
quimica de las plantas y del suelo microbioma. Sin embargo, tales protocolos no
necesariamente reducen la interrupcion mecanica ni promueven el desarrollo de la
comunidad microbiana lo suficiente como para fomentar las comunidades
microbianas que manejan de manera efectiva la humedad del suelo y el ciclo C, el
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nitrégeno y otros nutrientes. Se necesitan esfuerzos que evaluen los rendimientos de
los cultivos junto con las practicas de manejo y la estructura de la comunidad
microbiana. Se espera que tales esfuerzos para revelar las practicas existentes que
fomentan al mismo tiempo altos rendimientos, bajos costos de entrada, y la mejora
de los servicios del ecosistema. Es probable que dichas practicas varien entre los
agroecosistemas, porque las comunidades microbianas que prosperan en un habitat
no seran optimas en otros habitats.

Esta variacion natural en las comunidades microbianas del suelo adaptadas y
la necesidad resultante de la variacion en las practicas de manejo tedricamente
podrian proporcionar retroalimentacion socioecondmica positiva al aumentar la
demanda de expertos agricolas locales y mejorar las oportunidades para fincas
pequefias y diversificadas. El cambio resultante del liderazgo agricola y la
experiencia proporcionada por el gobierno a gran escala y las entidades corporativas
hacia el liderazgo dentro de las comunidades locales puede fomentar interacciones
mas directas entre productores y consumidores. Estas interacciones pueden mejorar
la seguridad alimentaria a nivel comunitario mediante la promocion de sistemas
alimentarios diversificados que respondan mejor a las demandas culturales y
ambientalmente diversas. Los beneficios pueden ser particularmente importantes
dentro de las comunidades indigenas, donde las practicas culturales antiguas y
conservadas localmente pueden contener pistas fundamentales para desarrollar
tecnologias sostenibles que restituyan la diversidad microbiana a los
agroecosistemas locales y regionales. Las comunidades que han mantenido estas
bases de conocimiento geograficamente especificas estaran bien posicionadas para
iniciar nuevas practicas comerciales que involucren la capacitaciéon de cultivadores
locales para producir alimentos sin agroquimicos, vender semillas de reliquia
adaptadas al clima y desarrollar tecnologias a pequefia escala para el
procesamiento de tipos de alimentos unicos a nivel regional. Estos alimentos ya son
buscados por una nueva generaciéon de consumidores que esta cada vez mas

interesada en los alimentos organicos y cultivados localmente.
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7. Conclusiones

Los esfuerzos historicos para promover practicas sostenibles de manejo de
agroecosistemas han demostrado que aumentar la produccion de plantas sin prestar
atencion a los impactos ecoldgicos y sociales es devastador para la estabilidad a
largo plazo del agroecosistema y la seguridad alimentaria. Los nuevos avances que
revelan la complejidad e importancia de los microbiomas vegetales ofrecen un
potencial interesante para desarrollar practicas de gestibn que promuevan la
seguridad alimentaria sostenible y mitiguen el cambio climatico. Las practicas que
fomentan la calidad de los microbiomas vegetales podrian sustituir las interacciones
bioticas que mejoran la aptitud y el rendimiento de los cultivos al mismo tiempo que
se restauran las funciones de la calidad del suelo y del ciclo de nutrientes, incluido el
secuestro de C. Las comunidades microbianas del suelo desarrolladas
adecuadamente pueden eliminar la necesidad de fertilizantes minerales. Las plantas
colonizadas por consorcios microbianos tolerantes a la sequia, fijadores de nitrogeno
y haldfitos pueden producir cultivos en suelos aridos o salinos. Restaurar los
microbios endofiticos puede aumentar el valor nutricional de los cultivos al agregar
vias metabdlicas que complementan las vitaminas, proteinas y antioxidantes
producidos por sus plantas huésped. Debido a que la composicién de la comunidad
microbiana puede cambiar rapidamente en respuesta al cambio ambiental, las
asociaciones microbianas también prestan plasticidad metabdlica a los
hospedadores de la planta, lo que facilita la adaptacion al cambio climatico.

Los avances en la comunicacion y la transferencia de informacién ayudaran a
garantizar que las nuevas tecnologias microbianas se implementen de manera que
minimicen los impactos ambientales no deseados. Las bases de datos globales
facilitan cada vez mas el desarrollo de modelos que ilustran las interacciones de
multiples escalas entre plantas, microbios, seres humanos y entornos cambiantes.

Estos modelos robustos y de multiples escalas permitiran a los usuarios evaluar a
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fondo los beneficios y riesgos asociados con las nuevas tecnologias de cultivo.
Estos modelos deberian ayudar a prevenir los tipos de consecuencias no deseadas
del GR. Por esta razon, los modelos ecoldgicos de escala multiple, en combinacion
con las nuevas tecnologias microbianas, podrian acelerar el progreso global hacia la
seguridad alimentaria y la agricultura sostenible. Esto es particularmente cierto si
ambos se hacen accesibles a través de redes, esfuerzos interdisciplinarios y
participativos que promueven nuestra comprension de las interacciones bidticas a
través de escalas biofisicas, temporales y socioecondmicas. Estos esfuerzos deben
ser sinérgicos con los esfuerzos existentes para abordar la seguridad alimentaria.

Un publico bien informado es crucial para el éxito de cualquier esfuerzo de
este tipo. La participacion publica puede minimizar el potencial de retroalimentacién
ecologica y socioecondmica negativa generalizada que podria derivarse de
tecnologias agricolas recientemente desarrolladas. Es de gran importancia para los
productores agricolas, los responsables de la formulacion de politicas, los
investigadores y los educadores revisar los conceptos de educacion y extension de
larga data como ecualizadores de la disparidad socioeconémica y como pilares para
el desarrollo sostenible (Grupo de trabajo del Proyecto del Milenio de las Naciones
Unidas sobre ciencia, tecnologia e innovacion, 2005 Mann, 1848; Peters 2006). Las
politicas y practicas que apoyan la integracién de la ecologia microbiana con el
desarrollo de cultivos, agroecologia, ciencias ambientales, nutricién, socioeconomia
y extension promoveran agroecosistemas robustos, adaptables y sostenibles con el
potencial mejorado para mitigar los impactos de la globalizacion y el cambio

climatico.
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1. Conclusiones y recomendaciones

La microbiota rizosférica es crucial y determinante en la productividad de
plantas sometidas a estrés. Aqui en este caso nosotros hipotetizamos que la
superior tolerancia de Suaeda mexicana y Alriplex canecesns a suelos soédico-
salinos y periodos de sequia estaba asociado a un microbioma con caracteristicas
que permiten soportar estas condiciones adversas.

Incrementar la tolerancia de las plantas a suelos salinos no sélo contribuye a
incrementan nuestra comprension de la fisiologia basica y de la evolucion vegetal,
sino también nos permite mejorar el crecimiento de cultivos que garantizan la
seguridad alimentaria.

Este proyecto tuvo como resultado el aislamiento microorganismos
salinofilicos, fueron 24 especies bacterianas y una especie de hongo, todos ellos con
alta capacidad de sobrevivencia en ambientes salinos de 4% de NaCl. Solo un
asilamiento tuvo la capacidad de sobrevivir en condiciones de salinidad que son 10%
de NaCl que se considera un ambiente extremdéfilo. Posteriormente se hicieron
pruebas para evaluar capacidad promotora de crecimiento vegetal de cada uno de
estos aislamientos y se encontré que mas del 50% tienen capacidad promotora y de
beneficio.

Varios autores han demostrado que el microbioma, la comunidad de bacterias
y hongos asociados a una planta pueden ser la clave para entender la adaptacion de
especies vegetales a su habitat (Coleman, D & Tringe, S. 2014; Redman, R. et al.,
2002). Un ejemplo es el fenomeno conocido como simbiosis de adaptacion al
habitat, el cual significa que la adaptacion de la planta al ambiente adverso es a
menudo logrado a través de asociaciones simbidticas con hongos endofitos no
micorrizicos, Rodriguez, et al. (2008) encuentra que los enddfitos Curvularia
protuberata (pleosporales) aislado de plantas de una geoterma y Fusarium
culmorum (Hypocreales) aislado de plantas de dunas costeras y suelos salinos

cercanos, ambos microorganismos muestran potencial para la comercializacién con
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beneficios en cultivos de alta demanda e incremento de tolerancia en suelos salinos.
Aunado a este hecho Lucero, et al. (2008) reporta que el aislamiento individual de
especies microbianas, una mezcla de hongos y bacterias endofitas que habitan las
semillas de plantas del desierto del género Atriplex, fueron aislados y posteriormente
transferidos a cultivos y se encontr6 que dicha mezcla microbiana tiene la
capacidad de conferir beneficios funcionales en cultivos, similares a los que otorga
en las especies nativas del desierto de donde se aislaron.

Estos hallazgos implican que las nuevas caracteristicas vegetales reguladas
por microorganismos no solamente se realizan o aplican para miembros individuales
de la comunidad vegetal, sino que también puede desarrollarse una cooperacion en
las funciones del microbioma (Labeis, 2012; Bulgarelli, 2013). Estos estudios han
tenido un profundo impacto en el desarrollo de biofertilizantes, generando un cambio
de enfoque de estudios planta-microorganismo al de interacciones microbioma-
planta. Una gran cantidad de reportes actuales han subrayado y develado que la
influencia del microbioma total en el metabolismo vegetal, en la respuesta a sequia y

hasta en los procesos fenoldgicos como la floracién.

2. Aplicacién de la Biotecnologia en desarrollo local

Una de sus estrategias para generar empleos mejor remunerados es el
disefio de agendas para la competitividad de sectores econdmicos de alto valor
agregado y contenido tecnoldgico, asi como de sectores precursores como la
nanotecnologia, la biotecnologia y la mecatronica, denominados asi por su fuerte
incidencia sobre diversas actividades productivas y porque se prevé que su
aplicacion sera determinante para el desarrollo competitivo de los paises como
México.

La biotecnologia es una de las areas del conocimiento cientifico que ha

logrado una evolucién mas acelerada en las ultimas décadas y una de las que mayor
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impacto ha tenido en el desarrollo de diversos sectores econdmicos, en particular los
orientados al mejoramiento en salud, produccidn agricola, produccién pecuaria,
prevencion del deterioro y mejoramiento del ambiente, asi como a la transformacion

industrial orientada a la produccion de bienes diversos, farmacos y alimentos.

Paises que contaban con un nivel de desarrollo comparable al de México en
la década de los 80°s, en el siglo pasado, han basado su crecimiento econémico en
el desarrollo de biotecnologia. Canada, Espafia, Italia, Corea del Sur y Cuba, han
desarrollado industria con importantes éxitos comerciales provenientes de la
biotecnologia. En la actualidad, paises de Sudamérica y Europa Oriental desarrollan
también procesos y productos basados en biotecnologia para la generacion de

empresas productivas.

Por lo anterior se ha considerado necesario llevar a cabo en este ultimo
capitulo una estrategia identificada en la forma de un plan, un programa,
indicadores y procedimientos, podran entonces evaluarse con el fin de seleccionar
aquellas que mayor factibilidad de aplicacion de los resultados de esta tesis para
abonar a la sostenibilidad México, asi como servir de plataforma para la construccion
de estrategias propias de desarrollo nacional en biofertilizantes y biotecnologia

productiva.

Este proyecto demostré que potencialmente es posible contribuir a mejorar la
respuesta de plantas que son cultivadas en ambientes adversos, como suelos
salinos o con carencia de agua mediante la aplicacion de microorganismos,

elaborando biofertilizantes por procesos biotecnoldgicos.

De acuerdo con los resultados de ésta tesis, se cuenta con los elementos
suficientes para el desarrollo de una tecnologia sencilla, segura y con recursos

locales con la finalidad de aprovechar subproductos agropecuarios elaborando una
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formula liquida biofertilizante que contenga uno o varios de los microorganismos que
cepas microbianas tienen un amplio potencial de uso, ya sea solos 0 como consorcio
bacteriano.

Ademas de tener la capacidad para esporular, lo que les confiere un potencial
para formulacion en seco (polvo o talcos), también interactua de forma positiva con
amaranto (Amaranthus spp) observandose mejoras en su crecimiento por lo que se
valida con argumentos cientifico de la eficacia de una potencial formula como

biofertilizante promotor de crecimiento vegetal.

3. Propuesta de plan estratégico

De manera sintética se presenta la propuesta de aplicacién de la tecnologia a
través de la metodologia de marco logico considerando que es un método analitico

que permite presentar en forma resumida y estructurada una estrategia (Schiavon,

2010).

Tabla 9. Marco 16gico de la estrategia propuesta

Légica de Indicadores Medios Supuestos
Intervencion de productos de
verificacion
Contribuir a (Valor de la Valor Acceso a
mejorar la produccion en el afio | dela financiamiento de
sostenibilidad de | t/valor de la produccion en | Programas de
los procesos para | produccion en el afio | la SAGARPA | Gobierno.
garantizar t-1)-1)*100 Interés de los
soberania involucrados para
alimentaria. mejorar su
ambiente y calidad
de vida a través de
la organizacion.
Implementacion Productores, Porcent Apoyo
de tecnologias agricultores, aje de institucional para
para produccion | empresas que productores, informar,
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agricola aplican el paquete agricultores) capacitar, organizar
sostenible tecnoldgico que aplican y asesorar a
satisfechos / el grupos de
Productores, paquete productores.
agricultores, tecnoldgico
empresas que propuesto
aplican el paquete después de 2
tecnoldgico afos.
insatisfechos.
C1: Biofertilizante Cumple con pH 6.5, Disposicion

a base de
microorganismos

los parametros de
control de calidad

4% de acidos
organicos, 1 x

de los agricultores
interesados en la

que interactian fisicoquimicos y 108 UFC/mL produccion de

con plantas en microbiol6gicos alimentos sostenible.

ambientes preestablecidos. de queso para

adversos donary utilizar

Apoyo

financiero para
gastos operativos
para validar
proyectos.

C:2 Agricultores Hectareas en Litros Apoyo

con interés en proceso de de formulacion | financiero para

restaurar suelos, | restauracion con esta | producida y gastos operativos.

disminuir uso de | tecnologia utilizado/afio

agroquimicos.

A1: Contratacion Evaluacion Segun PSP

de un prestador de normativa sensibilizado sobre

de servicios desempefio  por vigente y acta la

profesionales parte del Centro de satisfaccion | problematica a

(Agencia de Estatal de de productores. | resolver.

Desarrollo Rural) | Evaluacién

para la atenciony | (SAGARPA).

ejecucion de la

estrategia.

A2: Convocatoria Numero de Porlo Apoyo de

a productores Reuniones menos 3 por instituciones e

y
autoridades

locales.

informativas con
autoridades locales

afno.

instancias de
gobierno.
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A3: Reuniones de Numero de Porlo Produtores

planificacion reuniones. menos 3 al informados

participativa. NUmero de afo. participativos.

asistentes.

A4: Establecer un Reuniones Cumpli Continuidad

convenio entre Cumplimiento | miento de y

instituciones del contenido  del | convenio compromiso  por
y convenio: y parte de instancias

productores aprovechamiento de | financiamiento | gubernamentales y

cooperantes para por dos afios | productores.

produccion consecutivos.

comercializacion

de cultivos con

certificacion

organica.

A5: Establecer un Produccion Produc Productores

centro constante de cion de 200 no usan

demostrativo de lactofermento. de | L/dia de fertilizantes, ni

produccion de alfalfa maiz regada | formula fungicidas, ni

biofertilizantes

Establecer una
parcela
demostrativa para
produccion de
forrajes (alfalfa y

con lactofermento
visitada  por
productores locales.

biofertilizante

productos quimicos.

maiz)
AG: Establecer Parcela Transfe Apoyo
una parcela demostrativa rencia institucional para
demostrativa para de alfalfa | tecnoldgica de hacer
produccion de maiz adicionada con | al menos 5 campanas de
forrajes (alfalfay | formula biofertilizante | productores al | capacitacion,
maiz). afo. informacion y
divulgacién.

A6: Reuniones de Promover el Porlo Interés por
seguimiento uso de menos 3 al parte de

a biofertilizantes como | afio. instituciones y
productores. sustituto o productores.

complemento de
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agroquimicos.

Reuniones
con participantes de
investigacion
(Municipio, SEFOA,
INIFAP, SAGARPA)

5. Marco Institucional en México

Esta es una propuesta que responde al gran desafio que enfrentan los
cientificos del siglo XXI que es la necesidad de abordar las amenazas reales y
globales creadas por el aumento de la demanda de alimentos y combustibles, la
disminucién de los servicios de los ecosistemas y el cambio climatico. Entre los
diversos recursos disponibles para abordar estas amenazas, las comunidades
microbianas complejas que influyen en todos los ecosistemas son las mas
infrautilizadas y poco comprendidas. No obstante, el potencial microbiano para
aumentar la produccidn de combustible y alimentos al tiempo que mejora la gestion

de los recursos naturales para el desarrollo sostenible es alto.

Esta estrategia de aplicacidon de la tesis es un plan multi agente que empleara
biologia de sistemas para definir interacciones complejas entre comunidades
microbianas terrestres y sistemas vegetativos. Se pondra énfasis especial en 1) la
dinamica en los ecosistemas aridos, que representan 1/3 de las masas terrestres de
la tierra, 2) enddfitos transmitidos por semillas, que representan los taxones mejor
posicionados para influir en la produccion primaria, y 3) microbios del suelo
asociados a plantas que influyen en el secuestro de carbono organico e inorganico.

Este documento de tesis es la base para un plan local-regional, que puede
replicarse a nivel nacional. Se basa en un analisis de interacciones complejas y de

multiples escalas entre microbios, plantas y habitats coordinara los esfuerzos de
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cientificos, agricultores, productores y agroindustriales que estan explorando las
interacciones microbianas del suelo y enddfitos en sistemas de plantas huésped
representativos de habitats naturales, manejados y experimentales geograficamente
distintos.

Trabajos posteriores deberan contener hallazgos que revelaran principios
relevantes para determinar cuando y bajo qué condiciones las modificaciones a las
comunidades microbianas seran utiles para administrar la productividad de la planta,
la garantia de soberania alimentaria y los sumideros terrestres de carbono. Tales
principios tendran implicaciones poderosas para mitigar los efectos del cambio
climatico, aumentar la produccion de biocombustibles, reducir la huella de carbono
asociada con la produccion moderna de alimentos y restaurar los ecosistemas

comprometidos por perturbaciones antropogénicas.

6. Importancia de la investigacion

Las crecientes demandas de alimentos, segun lo proyectado por el
crecimiento de la poblacién y las tendencias de desarrollo, la disminucién de los
servicios de los ecosistemas y el cambio climatico representan amenazas reales
para la sostenibilidad global. Los factores causales pueden atribuirse a las practicas
modernas en energia y agricultura, que dependen de los recursos naturales y los
servicios de los ecosistemas. Durante mucho tiempo se ha aceptado que las
practicas que cambian el consumo hacia recursos "renovables" aliviaran las
amenazas planteadas por las tendencias actuales, y se ha invertido un esfuerzo
considerable en mejorar la productividad de la planta para aumentar la produccion
de alimentos y combustibles.

Irbnicamente, las ganancias historicas de productividad han resultado en
mayores demandas de energia, aumentando la tasa de agotamiento de los recursos
naturales. Mientras tanto, los aumentos generalizados en la productividad de las
plantas a través de la ingenieria genética de las plantas, que podrian reducir la
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huella de carbono de la agricultura moderna al reducir la necesidad de insumos
quimicos, han tardado en obtener una gran aceptacion, no sélo porque son costosos
de desarrollar y probar, sino porque las preocupaciones publicas sobre la seguridad
ambiental de los OGM son altas. En resumen, es poco probable que la ingenieria
genética de plantas logre los rapidos avances de transformacion necesarios para
abordar las demandas globales aceleradas de mayor productividad primaria
(también conocida como mayor produccidon de biomasa dirigida a combustible,
forraje y / o restauracion ambiental y sostenibilidad).

Los avances en la deteccion molecular de microbios no cultivados han abierto
las puertas a nuevas tecnologias en la productividad primaria basada en microbios.
Hoy en dia, los roles de microbios en la produccion de aceites combustibles utiles, la
estabilizacion del suelo, la purificacion de sitios contaminados y la facilitacion de la
adquisicion de nutrientes de las plantas a través de la rizosfera son temas de intensa
investigacion. Claramente, los avances logrados a través de estas lineas de
investigacion continuaran produciendo importantes avances. Sin embargo, la mayor
parte de estos esfuerzos no incluyen dos clases de microbios con un potencial
significativo para influir en el ciclo global del carbono, a saber, las semillas, los
endofitos transferidos verticalmente y los microbios involucrados en la precipitacion
de carbonato de calcio inorganico.

La investigacion propuesta en este estudio aprovechara los proyectos de
investigacion de tierras aridas a largo plazo liderados por Lucero y Monger,
respectivamente, para integrar estudios basados en 1) persistencia y transferencia
de enddfitos microbianos transmitidos por semillas que influyen en la productividad
primaria de la planta huésped, y 2) microbios del suelo asociados con microbiomas
de arbustos en tierras aridas que secuestran carbono en forma de carbonato de
calcio (el mayor sumidero de carbono terrestre global) con analisis mas amplios de
la diversidad microbiana a lo largo del continuo planta-suelo. El objetivo sera lograr
una comprension amplia de las interacciones microbianas en las escalas celular,

vegetal, comunitaria y del paisaje para transformar la comprensioén de la dinamica
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microbiana que influye en la produccién primaria de las plantas y el ciclo del carbono
terrestre en multiples niveles de complejidad ambiental.
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Anexo A. Atriplex pueblensis

Hierbas perennes, postradas, muy ramificadas desde la base, Tallos cilindricos,
prismaticos desde la porcion media, comunmente furfuraceos, lefiosos en la base,
de hasta 55cm. Hojas sésiles o subseésiles, rara vez con peciolos de hasta 5 mm.
Oblongas, angostamente elipticas, (6-) 12-28 (-35) mm de largo, (2-) 4-8 (-14) mm
de ancho, paulatinamente menores distalmente; haz comunmente verde claro,
glabro, envés densa y permanentemente furfuraceo, nervadura central evidente, las
secundarias y terciarias rara vez evidentes; apice agudo a redondeado,
mucronulado; margen irregularmente dentado a entero, las hojas distales enteras;
base aguda a cuneada. Inflorescencia en glomérulos unisexuales y mixtos axilares,
los compuestos por flores estaminadas en espigas terminales discontinuas de hasta
30mm de largo, a veces formando paniculas, los compuestos por flores pistiladas
axilares. Bractéolas del fruto connadas hasta la porcion terminal; sésiles a
subsésiles; obladas, transversalmente elipticas a transversalmente rombicas, 2.5-4
mm de largo, de 3-6mm de ancho; caras con un par de apéndices, densa y
permanentemente farinaceas, comunmente rojizas; margen entero el primer tercio
proximal, después con 5-9 dientes de subfoliaceos a foliaceos. Semillas de 1-2 mm

de diametro, de color pardo. NUumero cromosoémico 2n=18.

Distribucion y habitat. México, endémica de la zona arida poblana. Matorral xerofilo

en suelos calizos como ruderal.
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Figure 25. Atriplex pueblensis Standl.
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Figure 26. Isotipo de Atriplex pueblensis. MEXU. Recolectado en el estado de Puebla,
cerca de Tehuacan
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Este trabajo examina
documentalments la
importancia de la
biodiversidad de suelos
¥ la investigacidn de
ecosistemas para las
diferentes estrategias
de sostenibilidad que
el hombre se ha puesto
como meta. Estos
logros provesn wn
marco de investizacion
futwra para
INCTEMENRLIAT Y Ianejar
las teorias ecoldgicas
¥ para incorporar
conocimiento al
mansjo sostenible de
suelos y ecosistema.
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Resumen

Este trabajo examina docwmentalmente la
importancia de la biodiversidad de suelos
¥ la investigacion de ecosistemas para las
diferentes estrategias de sostenubilidad que
el hombre se ha puesto como meta. Estos
logros proveen un marco de ivestigacion
futwra para incrementar ¥ mangjar las
teorias ecoldgicas y para incorporar
conocimiento al manejo sostenible de
suclos y ecosistema.

Los retos para el futuro son muchos y ain
no se han alcanzado en lo que respecta al
suclo. Hemos subrayado los pwitos que
son retos en ecologia de suelos con la
esperanza de intensificar las interacciones

1. Centro d= Dmestipacion en Bi

Angélica Ruiz-Font'

entre los ecdlogos y otras ciencias,
estimulando estudios integrados.

Este trabajo se construye con wna vision
de que la salud de suelo es la base de wna
sostenibilidad global.

Abstract

This work docwmentarily examines the
importance of the soil biodiversity and the
nvestigation of ecosystems for the different
strategics from sustainability that the man
has put itself as his goals. These profits
provide with a frame of futwre analysis
to increase and to handle the ecological
theories and to incorporate knowledge to
the sustainable soil management.

The challenges for the futwe are many
and not yet they have been reached with
regard to the soil. We have emphasized the
points that are challenges in soil ecology
with the hope to itensify the interactions
between the ecologists and other sciences
being stimulated Dntegrated studies. This
work is corstructed with a vision of the
grownd health is the base of a global
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Es wn hecho que

la aparicién de

las enfermedades
degenerativas estd
asociada a la aparicidn
de la sintesis quimica.
Esto implica la
necesidad de contar
con wna agricultwra
orgdnica sostenible.
Por otro lado, cada vez
1EREMOS YacUMEnto s
minerales para
obtener fertilizantss,
por ejemplo piedra
fosférica. La forma
sosterible de corregir
ambos retos es el wso
de la biodiversidad del
suelo.

Tecnologia

Introduccion

Es un hecho que la aparicidn de las
enfermedades degenerativas éstd asociada
a la aparicién de la sintesis guimica.
Esto implica la necesidad de contar con
una agricultwa orgdnica sostenible. Por
otro lado, cada vez tenemos yacimientos
minerales para obtener fertilizantes,
por ejemplo piedra fosfdrica. La forma
sostenible de corregir ambos retos es el
uso de la biodiversidad del suelo.

Nuestro conocimiento de las relaciones
entre biodiversidad en suelos estd
creciendo rdpidamente enlos ecosistemas
de regiones templadas y, buscando la
simplicidad de algunos ecosistemas, e
ha estudiado la diversidad en lugares
como la Amtdrtida o pastorales de
montana. Enlas iltimas décadas, muchas
regiones cubiertas por vegetacion
pristina de bosques tropicales han sido
sustituidas por sistemas agricolas (Noble
y Dirzo, 1997), pecuarios o silvicola;
en cortraposicién, las dreas con suelos
degradados se han incrementado
rdpidamente (Dobson, 1997). Las causas
de deforestacion en los tropicos son migy
complejas y muy a menudo estas no
incluyen la tala comercial junto con las
plantaciones de gran escala. La mayor
causa 5 la presién del incremento en la
poblacion humana, fucriemente asociada
con problemas de pobreza y la pérdida de
oportunidades para obtener ingresos por
medio de la agricultura o empleos bien
remunerados. Sin embargo, cuando los
bosques son clareados, allf puede darse
la agricultwra intensiva (por ejemplo,
un régimen de cultivo simple o de ciclo
corto), lo que lleva a una rdpida pérdida
del suelo y su fertilidad (Matson, PA.
et al., 1997). Los remanentes de bosque
pristing por lo general se encuentran €n
regiones remotas, donde las densidades
de poblacion son bajas y los pobladores
locales son altamente dependientes de
los productos forestales y tienen poco
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acceso al grueso de la economia de
mercado.

La agricultura intensiva, la
biodiversidad y la funcion del
ecosistema

Los datos mundiales de intensificacion de
la agricultwra nos llevan a dos hipdtesis
globales con respecto a la sosterubilidad
de suelos (Swift, 1997).

H,: la intensificacién de la agricultwra
dard como resultado una reduccion en la
biodiversidad de suelos, Uevando a wia
pérdida en la furcion en detrimento de la
resistencia y la productividad sostenible, y
H,: La diversificacidn en la agricultwa
awmenta la resistencia del ecosistema
¥ la productividad sostenible debido a
incremento en la biodiversidad del suelo.

H, y H, no son simplemente hipdtesis
opuestas en el sentido de que se espera
QUE OCWTA UN TELraso de wna CoN respecto
a la evolucidn de la otra o que por ocwTir
efectos destructivos de la intensificacion
agricola se dé el restablecimicnto de
la biodiversidad del suelo mediante el
manejo. Las causas directas comienzan
a emerger entre la intensificacion, la
biodiversidad y €l funcionamierto de los
£cosistemas, pero por desgracia no parece
ser waversal para todos los grupos de
orgarasmos (Giller et al. 1997).

Un andlisis comparative entre las
diferentes condiciones agroecoldgicas
de los diferentes paises requicre una
media de cuantificacion del grado de
ntensidad de la agricultwra. El termino
“intensificacidn™  tieme  diferentes
interpretacionss en relacion con €l uso de
la tierra, economia y eficiencia agricola.
La imtensificacion ha sido defirida en
furcion de varios pardmetros: intensidad
del uso de la tierra, la que a su veg
depende de la fertilizacidn mineral, €l
uso de pesticidas, la energia fosil ¥ la
irrigacion del agua.
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Cuadro 1. Evaluacion de los beneficios econémicos de |a diversidad de suelos. Adaptado de Pimentel ef a/l., 1097

Beneficios
Actividad Grupo microbiano involucrado economicos
(x$10%)
Procesos de reciclaje de Saprdfios, invertebrados que se alimentan de litter, hongos, bacteria, 780
basura actinomicetos
Formacién de suelo Biota del suelo que faculta su formacidn: lombrices, hongos, hormigas. 25
Figacion biclgica de
it Bacterias diazétrofoas 00
Manteniméento de la biodiversidad de suelos y en agua es imperativo
Biorremediacién para mantener Ia efactividad de los biowatamientos 121
Poco mas de la mitad de los beneficios econdmicos de la biotecnologia
Biotecnologia relacionada con la agricultura involucra a bacterias fyadoras de 1}
nitrgeno y reguladoras del crecimiento vegetal.
El suelo provee de microhabitats para los enemigos naturales de
Biocontrol pestes, la biota del suelo contribuye a incrementar |a resistencia de 160
plantas.
Polinizacion Muchos polinizadores tienen una fase edafica en su ciclo de vida 200
Alimentacion Por ejemplo hongos, setas, lombrices, pequefios artrépodos. 180
TOTAL 1542
Hay, sin embargo, una amplia gama designacidn de sitios de conservacion, es
de beneficios econdmicos que mos da ~ UMporianie contar con un imventario de
la biodiversidad del suelo (cuadro 1). especies y habitats que u_tluyan éspecies
Pimentel et al (1997) recalcan que no solo ~ €ndémicas, raras o en peligro de extincidn
para la agricultwra, sino, también, en la (Usher, 1986).
proteccidn ambiental, la bioprospeccion o Ellis (1996) di . ,
; = iy ) dice que la importancia de
la conservacidn de la vida salvaje. los suelos ha estado wn tanto abandonada
¥ hasta ahora que se han materializado
éQué deberiamos de las propuestas de las conservacion de la
conservar? Desarrollo de natwaleza y el estudio y cuidado del suelo,
criterios ha ido ganando prominencia dentro del
Si un drea prowgida o o concepto de sosteribilidad ddndole cabida
acudtica) estd siendo eval tfa‘ W’ Ea o enlo:programsj_imqv:.fmrmqumr
propuesta de conservacidn, es deseable reconoce pes crierios para s:eleccwmr
considerar la diversidad de especies ¥ NN APy o _comen'acw'n; 1). v
hdbitats, el tamaio del drea, la rareza  MMPOTIANCIA del sitio para la comivudad
del ecosistema. Por lo gemeral, los  Cientifica internacional, 2) la presencia de
suelos no son explicitamente incluidos ~ Caracteristicas excepcionales que le dan
en ningin criterio, pero implicitamerte ~ importancia cientifica y, 3) la importancia
pucden haberse considerado por ejemplo @ €scala nacional para que €ste sitio sea
en el “estadio sucesional”. En términos representativo de wuna caracteristica, de
de los requerimicntos legales para la N EVENLO 0 UN Procese ecoldgico.
186 Vol.21-1 2008 Tw
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Los suelos son
dindmicos y su perfil
puede cambiar
sustancialmente la
cubierta de plantas y
animales. Los suelos
pueden cambiar

como resultado

de los procesos
geomorfoldgicos, como
la erosidn del material
existente o el depdsito
de nuevos materiales.

En el grupo de criterios que ha sido
seleccionado para reconocer los sitios
de importancia para ser comservados
bioldgica y cientificamente, por lo general
no se hace explicita la mencién de los
suelos; sin embargo, hay wna relacidn
estrecha entre la roca y los organismos
que allf se comienzan a formar; todo esto
estd mediado por los suelos (Usher, 1996).
No obstante existe una cuestién de por
qué los suelos no tenen caracteristicas
que sean pensadas para la conservacion
0 al menos esto no ha sucedido hasta
mediados de los anos 90. En un interés
por evaluar los suelos, Yaalon (2000) se
cuestiona si los suelos son wn lugar comiin
de solo mencion o son sitios de verdadero
estudio cientifico. Lamentablemente, las
propuestas de conservacion solo wtilizan
los estudios de suelo como una mera cita
de caracterizacién, de que suceden en
ese lugar.

Hay cuatro razones por la que los suelos
han sido olvidados por los objetivos de la
conservacion:

a) la taxondmica de suelos es
relativamente muy joven y se ha
entendido poco (André, 2002); es
mucho mejor conocido el ensamblaje
de especies o animales.

b) No existen en los suelos especies
“carismdticas™ como lo es el
tamandiia para Chiapas, el tigrillo, el
coyole mexicano,; €5 decir, una especie
que capte la atencidn de la sociedad y
facilite los trabajos de conservacion.

¢) La pérdida de conocimiento
taxondmico,; no estdn bien descritos
los hot spots de riqueza de especies
en suelos, tampoco se sabe a qué se le
llamaria exactamente un hot spots de
actividad bioldgica de suelos.

d) Los suelos tienden a estar fuera de las
mentes de las persona; en general, no
se le considera algo valioso.

Los suelos son dindmicos y su perfil puede
cambiar sustancialmente la cubierta de
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plantas y animales. Los suelos pueden
cambiar como resultado de los procesos
geomorfoldgicos, como la erosién del
material existente o el depdsito de nuevos
materiales. La incertidumbre taxondmica
que rodea a la biota del suelo hace que
la diversidad de especies sea un criterio
pobre y larareza de especies es uncriterio
imposible de usar.

Porque se le ha dado muy poca atencidn
al diseno de sitios por el interés del suelo,
son muy limitados los datos disponibles
para el disero de estas dreas. Por
ejemplo, la creacidn de una serie de dreas
disenadas por la Unidn Ewopea (UE)
basada en el directorio de aves de 1979y
el directorio de hdbitats de 1992 que por
desgracia no requirid de informacién de
suelos. En México se han decretado 155
dreas natwrales protegidas que abarcan
wna superficie de 18 867 731 ha, lo
cual representa casi el 10% del territorio
nacional, sin embargo, en ningwno de
ellos se explica la necesidad de conservar
la biota del suelo. La red esmeralda
para conservar dreas especiales que la
conforman 15 paises de UE y 23 que no
son parte UE, no generd dato alguno que
tuviera que ver con la conservacién de
alguna caracter{stica de suelo.

Mientras mds uso pudiera hacerse de los
datos de suelo para la conservacidn de la
natwraleza (Tower, 2002), mds se podrd
hacer por la conservacion sostenible. Hay
tres importantes facetas de la conservacién
en las que se valoran los suelos:

o Uno es el valor que tienen los suelos
que no han sido afectados y en los
que se desarrollan caracteristicas de
un perfil estable de un rango de biota.
Por ejemplo, en México encontramos
reductos de suelos volcdnicos muy
antiguos que han martenido por miles
de anos vegetacion forestal en el drea
protegida Pico de Orizaba, los cuales
se ha encontrado que tiensn wna gran
capacidad de resilencia, después del
cambio de wso del suelo (Ruiz-Font,
2004).
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Muchas actividades

de conservacién astdn
manajadas por espacies
qua tienan wn apalativo
emocional para la
genta. Es considerable
la necesidad que de esto
s€ requiere para o btener
dinero, dinero que e1
fdctiments atrafdo para
salvar especies bandera.
Esto ha demo strado

que astas espacies a
manudo legan a ser los
logos de organtzacionas
de conservacion no
gubernamentales como
el panda de la WWF.
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* El segundo es de importancia
por la biota, especialmente de
las comunidades microbianas;
su  importancia  radica en
el funcionamiento, tal es la
descomposicidn de materia vegetal
muerta, residuos de animales y
contaminantes. Por desgracia, estos
organismos permanecenrelativamente
desconocidos; sin embargo, ellos
fueron importantes en los estratégicos
y han sido considerados para la
conservacion, y algunos de ellos son
importantes para el wso sostenible de
suelos.

o El tercer pwnto es un esfuerio para
hacer en el mundo wna restawracion
muy amplia de ecosistemas danados
y degradados (Bardgeut, 2005). Como
los suelos son wn vital componente
de todos los ecosistemas tervestres,
hay de ruevo un interds en lo que és
la natwaleza de conservacidn por la
biota que vive d entro de los suelos.

Los intereses para la creacidn o el disero
de dreas con base en los hdbitats y
especies, parece que puede ser razonable
seginlos tipos de suelo; sinembargo, este
€5 una problema de diseno, no hay datos
que muestren algwna relacién entre el tipo
de suelos su biodiversidad.

Muchas actividades de conservacién estdn
manejadas por especies que tienen wn
apelativo emocional para la gente. Es
considerable la necesidad que de esto
se requiere para obtener dinero, dinero
que es fdcilmente atrafdo para salvar
especies bandera. Esto ha demostrado
que estas especies a menudo llegan a
ser los logos de organizaciones de
conservacion no gubernamentales como
el panda de la WWF. Otros animales,
como aves, tibwrones, tigres, son los que
se han convertido en embajadores de las
diferentes propuestas de conservacidn.
Hacer lo propio por los suelos implica
un reto factible si analizamos la gran
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cantidad de grupos para encontrar algin
género bandera.

Indicadores de biodiversidad
del suelo

Un buen indicador debe ser capaz de
detectar los cambios cawsados por la
wtilizacidn del suelo, comtaminacidn
o cambio del clima; en un suelo con
wna localizacién dada, contrastando la
wltima historia de la wilizacién del suelo,
de la comtaminacidn y de la sucesidn
ecoldgica. Todavia hay, sin embargo,
mucha imvestigacidn requerida para
desarvollar los indicadores confiables
a fin de evaluar con certidunbre la
salud de la biodiversidad del suelo y del
mantenimiento de su multifincionalidad.

Enel trabajo hacia estas metas, puede ser
wil, en un futwro préximo, comenzar con
la medida de ww o dos grupos implicados
en el mantenimiento de cada funcidn
del suelo identificada en la figwa 1. Tal
informacidn debe gencrarse de manera
profunda para subsanar el déficit de
nuestro conocimiento sobre biodiversidad,
respondiendo a los puntos clave de cémo
un ecosistema puede ser resilente a la
pertwrbacién ambiental, en relacién con
la biodiversidad y funcionalidad del suelo .

Conclusiones y
recomendaciones

Este docwmento traté de resaltar la
importancia de la diversidad de suelos
en el contexto de la multifuncionalidad
dentro del ecosistema. Los intereses han
sido enfocados en el papel que tiene la
biodiversidad del suelo para mantener la
mudtifuncionalidad. Las consideraciones
mds importantes se citan a continuacion:

o Deben desarrollarse las vemtajas
para optimizar la biodiversidad del
suelo en todas las dreas agricolas,
farmacéuticas, ambientales, para la
produccion vegetal, la proteccidn del

Tecnologla



Se necasita wn mayor
reconocimiento de las
relaciones intimas entre
la biodiversidad del
suelo y el ambiente,

¥a qua juntos son
conductores dominantas
en las cualidades de

la comunidad y del
ecosistama (Wardle,
2002).

medio ambiente, la conservacidnde la
natwaleza y heredar este interés.

Debemos mejorar nuestro
conocimiento de cdmo las prdcticas
huwmanas impactan la biodiversidad
del suelo.

El desarrollo de los esquemas
apropiados del muestreo o de
la supervision requiere métodos
estandarizados de caracterizacion de
la biodiversidad.

Requerimos pruebas y reswltados
“patrdn” , que nos dé unestdndar para
la biodiversidad del suelo en diversos
ecosistemas, bajo wsos particulares
y en respuesta a diversas presiones
ambientales. Debemos contar con
los elementos suficientes para poder
predecir el significado de cualquier
cambio en la biodiversidad.

Esto requiere wna mejor comprension
que prediga la regulacion espacial
y temporal de la variabilidad
en la diversidad del suelo. Esta
informacién puede ser wtilizada para
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\

Figura 1. Diagrama que representa el significado funcional de |a bicdiversidad del suelo
en el mantenimiento de las funciones en los ambientes terrestres.

destacar dreas de interés especifico
en el fuxcionamiento del suelo (por
ejemplo, identificar dreas de alta
prioridad de conservacidn), dar el
sustento para desarvollar indicadores
conflables directos e indirectos.

Se recesita ux mayor reconocimiento
de las relaciones {ntimas entre la
biodiversidad del suelo y el ambiente,
ya que juntos sonm conductores
domirantes ex las cualidades de la
comunidad y del ecosistema (Wardle,
2002).

Esto necesita ser considerado no solo
en la supervisién de la biodiversidad
del suelo, sino en el contexto mds
amplio de la calidad ambiental y de
la politica asociada.

Poco se sabe de la dindmica de la
colonizacién-extincién de la biota
del suelo o cdmo las adiciones y
las cancelacién de taxa o de grupos
Jfuncionales influirdn productividad
agrfcola sostenible.
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