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RESUMEN

Las plantas estan colonizadas por una alta cantidad de microorganismos, que revelan
una relacion intima entre los microorganismos y su huésped. Sin embargo, la
domesticacion eventualmente provocd que las plantas silvestres con gran diversidad
microbiana en la raiz y potencial de resistencia a estrés bidtico y abiético se debilitaran.
Con esto se formuld la hipotesis de que los cultivos modernos probablemente perdieron
su capacidad de comunicacion con su microbiota benéfica de la rizosfera.

El presente estudio tiene como objetivo investigar a nivel fenotipico y molecular la
diversidad taxonémica y funcional de los microbiomas de la raiz, que establecen
asociaciones benéficas con tomates nativos Solanum pimpinellifolium y tomates
domesticados Solanum lycopersicum cv. Moneymaker. Esto se realizd en una serie de
experimentos de invernadero en condiciones controladas, cultivando ambos tipos de
tomate en suelos nativos y modernos de los Andes ecuatorianos. Ademas, se empleo
técnicas de microbiologia y moleculares para la extraccién del ADN rizosférico y, para
la secuenciacion se usO los genes 16S ARNr. Para procesar la informaciéon de la
secuenciacion se us6 DADA2 y R (phyloseq package).

Se encontr6 que existe un mejor rendimiento del tomate nativo Solanum
pimpinellifolium en el suelo nativo de Loja, aunque este presentd deficiencias
nutricionales en el analisis fisicoquimico de suelo. Es probable que, al ser este suelo
hébitat natural del este tomate, contenga los microorganismos benéficos con los que la
planta coevoluciond y establecid una relacion intima que impulso el desarrollo del tomate
nativo. En conclusion, se evidencid que existe un mejor rendimiento del tomate nativo en
suelos nativos y con los resultados de la secuenciacion se espera encontrar una comunidad
microbiana benéfica asociada a tomates nativos y domesticados.

Esta clase de investigaciones se desarrollan en beneficio de una agricultura sostenible
y sustentable.

Palabras clave: Microbioma de tomate, Solanum pimpinellifolium, Solanum
lycopersicum, rizosfera, Andes ecuatorianos, Taxonomia bacterial, 16S ARNTr.



ABSTRACT

Plants are colonized by a high number of microorganisms, which reveal an
intimate relationship between the microorganisms and their host. However, domestication
from native ancestral tomatoes with a high microbial diversity associated to their roots
and a high resistance to biotic and abiotic stress, resulted in modern, high producing
tomatoes which depend on anthropogenic nutrition and protection. It is therefore assumed
that modern crops nowadays are less able to communicate with their beneficial
rhizosphere microbiota.

The objective of this study is to investigate the phenotypic response of the host
plant and the taxonomic and functional diversity of root microbiomes of the native tomato
Solanum pimpinellifolium and the domesticated tomato Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker. A series of greenhouse experiments under controlled conditions were
performed, by growing both types of tomato in modern and native soils of the Ecuadorian
Andes. In addition, molecular techniques were used to sequence the 16S rRNA region of
the tomato rhizosphere. Sequencing data will be processed using the bioinformatic
pipelines in DADAZ2 and R (phyloseq package).

Results showed a better performance of the native tomato Solanum
pimpinellifolium in the native soil of Loja, even though this soil presented nutritional
deficiencies in the physical-chemical soil analysis. It is likely that, as this soil is the
natural habitat of native tomatoes, it contains the beneficial microorganisms with which
the plant coevolved and established an intimate relationship, which was responsible for
the development of the native tomato in this soil. With the upcoming results of the
sequencing phase, it is expected to explore the beneficial microbial community associated
with the roots of native and domesticated tomatoes.

This study is part of a better understanding of the interaction of microorganisms
and plants to determine how beneficial microorganisms as inhabitants of native soils
could be of benefit to a more sustainable agriculture in the future.

Key words: Tomato microbiome, Solanum pimpinellifolium, Solanum lycopersicum,
rhizosphere, Ecuadorian Andes, bacterial taxonomy, 16S rRNA.
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1. INTRODUCCION
1.1.Microbioma vegetal

La transferencia de microorganismos a la planta huésped sucede de forma vertical por
medio de los padres y horizontal por medio del medio ambiente (Cordovez et al., 2019).
En una planta todos sus tejidos se encuentran colonizados por comunidades microbianas,
debido a que los microbios tienden a moverse entre la filosfera, la endosfera y la rizosfera
(Turner et al., 2013). Es por esto, que el ensamblaje del microbioma implica variaciones

muy dinamicas en la composicion y abundancia de especies (Cordovez et al., 2019).

Para fines de este estudio la composicion de la rizosfera sera el centro de interes,
debido a que es una zona de alta diversidad microbiana, que en gran medida proviene del
suelo y es influenciada por los exudados de las raices, células desprendidas y depositos
de mucilago vegetal. Los exudados de la raiz se caracterizan por ser determinantes de la
estructura del microbioma de la rizosfera y su composicion puede variar entre especies
de plantas, edad y etapas de desarrollo. (Turner et al., 2013). Un estudio muestra que
ciertas accesiones de A. thaliana presenta divergentes composiciones de exudado y como

resultado distintas comunidades bacterianas en la rizosfera (Cordovez et al., 2019).

Por otro lado, estan las células desprendidas y los depdsitos de mucilago que
proporcionan una alta cantidad de materia a la rizosfera como la pectina y la celulosa. La
pectina al descomponerse produce metanol y este a su vez es empleado por los
microorganismos como fuente de carbono. Por su parte, la degradacion de la celulosa
muestra la accién de los microorganismos que residen en suelos con alta cantidad de

materia organica (Turner et al., 2013).

En estudios de microbiomas de rizosfera indican que las Proteobacterias de las clases
a 'y B son las mas dominantes junto con otros grupos como Actinobacteria, Firmicutes,

Bacteroidetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia y Acidobacteria. También, estan las
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rizobacterias que intervienen en desarrollo de la planta por diferentes mecanismos. Estan
las bacterias fijadoras de nitrégeno, que junto a las de vida libre (Azotobacter spp.) y las
simbioticas (Rhizobium spp.) brindan una fuente de nitrégeno fija para la planta, ademas
que muchas de ellas solubilizan el fosforo de manera que incrementan su
biodisponibilidad. Ademas, las rizobacterias también intervienen en el desarrollo de las
plantas de una manera antagonica contra patégenos al generar antimicrobianos e interferir
con factores de virulencia por medio de efectores suministrado por sistemas de secrecién

tipo 3 (Turner et al., 2013).

Por otro lado, estan los actinomicetos que son los mas cuantiosos en el suelo y las
rizosferas. Se conoce que estos producen compuestos con caracteristicas antivirales,
antibacterianas, antiflngicas, nematicidas e insecticidas que protegen a la planta (Turner
et al.,, 2013). En general, los microorganismos de la rizosfera tienen la capacidad de
instaurar asociaciones neutrales, benéficas o perjudiciales con su huésped. Una
microbiota abundante y diversa puede ser una potencial arma para prevenir infecciones o
enfermedades. Sin embargo, el hecho de que no se ha definido todo el microbioma
presente en una planta, limita el conocimiento del aporte de este a su fenotipo (Cordovez

etal., 2019).
1.2.Importancia del estudio del microbioma de plantas

Los microrganismos son esenciales para el mantenimiento de la vida en el planeta
Tierra puesto que estos integran la mas grande agrupacion de seres vivos que habitan en
varios nichos que van desde la atmosfera, el suelo, las masas de agua y los entornos fuera
y dentro de organismos multicelulares (Burton et al., s.f.). Técnicas basadas en cultivos
han permitido su aislamiento y estudio, asi como también técnicas moleculares, como la

metagendmica han permitido su identificacion in situ. El estudio del microbioma se centra
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en la investigacion de estas asociaciones de microorganismos con la finalidad de conocer
la diversidad de especies presentes, asi como la informacién codificada en sus genes y

por su puesto su funcién ecoldgica (Turner et al., 2013).

Dentro de este contexto es imprescindible definir qué es un microbioma. Este término
hace referencia al genoma (conjunto de genes) de todos los microorganismos, simbi6ticos
y patégenos que habitan en un ambiente en particular, generalmente anclado al del ser
humano. Sin embargo, esto Ultimo vari6 porque que el microbioma también se asocia a
animales y plantas (Merriam-Webster, s.f.). En este estudio, se explorara exclusivamente
el microbioma vegetal, el cual es un determinante importante en la salud y productividad

de la planta (Turner et al., 2013).

Un ejemplo de la trascendencia de las interacciones microbio-planta son los hongos
micorricicos, que de acuerdo con evidencia molecular sus asociaciones con algas verdes
fueron precisas para la evolucion de plantas terrestres hace 700 millones de afios. En su
mayoria, las plantas han conservado esta simbiosis para absorber minerales como el
fosfato por medio de la raiz. Por esto, el estudio del microbioma puede ayudar a
comprender la diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas asociadas a

las plantas y como sus asociaciones influencian en sus rasgos y salud (Turner et al., 2013).

1.3.¢; Como estudiar el microbioma?

El aislamiento y cultivo de microorganismos de un entorno con el uso de medios
nutrientes y condiciones de crecimiento, apropiadas para un microorganismo en
especifico son técnicas comunes la microbiologia clésica. Y a pesar de que son muy
necesarias para investigaciones de fisiologia y genética, técnicas basadas en cultivos
tienen la desventaja de perder una gran cantidad de la diversidad de microorganismos

presentes en un ambiente (Cordovez et al., 2019). Es por ello, que la actualidad se
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emplean técnicas moleculares que no dependen de cultivos y que permiten identificar a

los microorganismos gracias a la metagenémica (Suérez, 2017).

Los microorganismos se encuentran en comunidades y constantemente interactian
unos con otros y también con sus huéspedes. Por esto, es indispensable hacer estudios
globales como la metagenémica que permiten analizar y hacer comparaciones
simultaneas de diferentes poblaciones de microorganismos en los dominios de la vida. La
metagenomica permite conocer la funcionalidad de un microbioma, es decir, la
abundancia de genes presentes en determinados procesos metabdlicos (Cordovez et al.,

2019).

La identificacion del microbioma de una muestra bioldgica parte de la extraccién del
ADN, la amplificacién y secuenciacion de los genes que codifican para la subunidad 16S
(ARNIr) presente en organismos procariotas. Esta subunidad es una diana universal para
identificacidn de bacterias, ya que ayuda en la caracterizacion taxonémica desde dominio
hasta especie en ocasiones. En el caso, de hongos se emplea la subunidad 18S (ARNI),

aunque a veces no proporciona una gran discriminacion taxonoémica (Ghosh et al, 2019)

Actualmente, se emplean con mayor frecuencia los secuenciadores de segunda
generacion, por el hecho de que son de alto rendimiento y se caracterizan por producir
miles de secuencias en un tiempo muy corto y a costos muy bajos. Existen cuatro
plataformas para llevar a cabo la secuenciacion. En este caso, se hablara de la plataforma
[llumina que se basa en la polimerizacion del ADN, donde se incluye un nucleétido
cubierto en la cadena naciente para evitar que esta crezca y que esta marcado con
fluorescencia. Una vez que se identifica la fluorescencia se descarta la proteccion y se

incluye nuevamente otro nucleétido marcado para que otro ciclo inicie (Vazquez, 2016).
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Una plataforma de secuenciacion produce masivamente millones de datos que deben
ser procesados por softwares especializados que los convierten en informacion bioldgica
significativa y DADAZ2 es uno de esos programas (Prodan et al, 2020). Este infiere
variantes de secuencia de amplicones exactas (ASVs por sus siglas en inglés) de datos de
secuenciacion de ampliacion de alto rendimiento. DADA2 parte de archivos Fastq
demultiplexados, elimina errores de sustitucion y quimera, y produce variantes de
secuencias y sus abundancias. Ademas, establece la clasificacion taxonémica por medio

de un clasificador bayesiano ingenuo RPD (Callahan et al., 2016)
1.4.1mpacto de la domesticacion en el microbioma

La domesticacién de plantas fue producto de una revolucion agricola que busco
proveer alimentos con mayor continuidad a los primeros cazadores y recolectores
humanos que fueron también los promotores de asentamientos estables. Este proceso
conllevo variaciones progresivas en el habitat de los cultivos, el uso desmedido de
pesticidas y fertilizantes para generar mejores rendimientos y proveer mayor proteccion
a los cultivos de estrés bidtico y abidtico. Es probable que el cambio de hébitats nativos
a suelos agricolas haya generado el agotamiento de los microorganismos y asi como sus

funciones benéficas co-evolucionadas (Cordovez et al., 2019).

Algunos estudios revelan distinciones entre ancestros, variedades locales y genotipos
modernos para mantener una simbiosis con micorrizas y rizobios fijadores de nitrogeno.
Por ejemplo, habas y guisantes presentaron una menor capacidad de relacionarse con
simbiontes que sus parientes silvestres. Otro ejemplo, es la fertilizacion nitrogenada que
en un largo periodo result6 en la evolucion de rizobios menos mutualistas, junto con una
respiracion inhibida del suelo y la biomasa microbiana. En otro escenario, también se

observo afeccion en la ocurrencia de Bacteroidetes, caracterizados por su funcién de
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degradabilidad de materia organica compleja, causada por practicas agricolas (Cordovez

etal., 2019).

En términos generales, las plantas dependen de su microbiota para su ensamblaje y
funciones vitales. Sin embargo, la domesticacion puedo haber afectado negativamente
esta composicion microbiana socavando sus efectos benéficos en el desarrollo y salud de
la planta (Pérez-Jaramillo et al., 2018). Por este motivo, las plantas silvestres en sus
habitats nativos se estudian para identificar rasgos vegetales y microbianos con la
capacidad de descifrar mecanismos inmersos en la construccion del microbioma y a su
vez introducir a futuro el estudio del microbioma con un método de fitomejoramiento

(Cordovez et al., 2019).

1.5.Generalidades del tomate

El tomate moderno (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia Solanaceae con
aproximadamente 3000 miembros (Sanchez, 2017). Es una planta herbacea perenne y
dicotiledonea. Su tallo es grueso y verde, sus hojas son compuestas y pinnadas, su flor es
regular y perfecta, su fruto es una baya bilocular y subesférica. Su desarrollo 6ptimo se
encuentra a una temperatura entre 20 a 30°C en el dia y en la noche entre 10y 17°C, pero
depende del tipo o variedad del tomate. A una humedad relativa entre 60% y 80%, a una
altura de 1000 y 2000 m.s.n.m. y en un suelo de textura media, con un pH de 5,0 a 6,8
(Lopez, 2016). Tiene su origen en los Andes de Colombia, Perd, Bolivia, Chile y Ecuador
incluidas las Islas Galapagos. Su sitio de domesticacion no se conoce totalmente, pero es

posible que haya sido en México, Europa o Asia (Sanchez, 2017).

Es la segunda de las cinco hortalizas mas importantes econémicamente en el mundo
por las grandes extensiones de terreno que se consignan a su cultivo. Ademas, de sus

propiedades y utilidades como ser fuente de licopeno, 3-caroteno, vitamina C y su extenso
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uso en la industria de alimentos. Su produccion aumenta a la par que crece la poblacién
humana (Sanchez, 2017). Al momento China es el pais que ocupa el primer lugar en el
top 20 de paises productores de tomates al afio con 61,523,462 ton (toneladas). Después
esta India con 19,377,000 ton, Estados Unidos con 12,612,139 ton y en Sudamérica Brasil
con 4,110,242 ton (FAOSTAT, 2018). Fuera del top 20 esta Ecuador donde se registro
una produccién de 31,891 ton y un area de cosecha de 1547 ha (hectareas) (FAOSTAT,
2018). Ademas, en Ecuador el tomate es gravemente afectado por larvas de la liendrilla
(Prodiplosis longifila) que marchitan la planta y genera cuantiosas pérdidas (Valarezo et

al., 2003).

Solanum lycopersicum y gran parte de sus variedades se caracterizan por presentar un
mismo desempefio de susceptibilidad a diferentes clases de estrés. Ademas, presenta muy
poca variabilidad por lo que resulta importante estudiar especies nativas como Solanum
pimpinellifolium, que en una sola accesion presentan una amplia variedad geneética y
resistencia a condiciones de estrés que probablemente puede ser por su microbioma
(Chang, 2016). Esta especie cuyo rango natural incluye ambientes en el norte del bosque
tropical ecuatoriano y el desierto costero peruano, se lo encuentra en zonas no perturbadas
y en poblaciones bastante densas y a pesar de que, casi no se cosecha para consumo
humano, se usa como fuente de germoplasma para mejoradores de tomate (Zuriaga et al,

2009).

1.6.Justificacién del estudio

Uno de los retos a los que se enfrenta el mundo, es alimentar a una poblacion creciente
que para el 2050 tendra aproximadamente 9,73 mil millones de habitantes. La produccién
de alimentos entre 2007 a 2050 debe incrementar en un 70% mientras se practica una

agricultura sostenible y sustentable (FAO, 2017). De alli surge la idea de que los futuros
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aumentos en los rendimientos agricolas tendran que lograrse con un aporte reducido de
fertilizantes y pesticidas y, con frecuencia, en suelos degradados. Estos desafios han
aumentado la importancia de las decenas de millones de microorganismos que viven en
asociacion con las raices de las plantas y que estimular el desarrollo y salud de sus

huéspedes (Orcutt, 2016).

Por ello, se propone la iniciativa “De vuelta a las raices” (Back to the Roots por sus
siglas en inglés), un estudio del microbioma rizosférico de tomate nativo y moderno
cultivados en suelos nativos y modernos de los Andes Ecuatorianos. Este estudio tiene
como fin descifrar la biodiversidad de microorganismos asociados a las raices de tomates
nativos y modernos que forman asociaciones benéficas con el tomate para estimular su
crecimiento y resistencia a estrés biotico y abiotico. Para esto se realizé experimentos de
invernadero y se utilizo las revoluciones en gendmica que permitiran explorar lo que
acontece en la composicion y funcionalidad del microbioma rizosférico y asi identificar
las comunidades microbianas benéficas para reinsertarlas en tomates modernos y
contribuir a obtener altos rendimientos de los cultivos con la caracteristica de resistencia

a estrés y con el menor aporte de fertilizantes y pesticidas.
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2. METODOS

2.1. Descripcidn, colecta y preparacion de suelos

Para la colecta de los suelos se realizaron salidas de campo a Zapotillo (Loja) y a
Cayambe y Calacali (Pichincha). En Loja, se colectd suelo nativo, donde se report6 que
crecen tomates nativos naturalmente (Solanum pimpinellifolium) (Morales et al., 2014).
En el caso de Cayambe el suelo nativo se colecté de zonas boscosas no perturbadas; es
un suelo que naturalmente suprime enfermedades. En Calacali, se colect6 un suelo nativo,
igual de zonas boscosos naturales. Adicionalmente, en la proximidad de los sitios de
colecta de los suelos nativos de Zapotillo y Cayambe, se colecto suelo moderno, donde
se cultivan tomates y papas (familia Solanaceae) como producto de la agricultura local
con fertilizantes artificiales y pesticidas quimicos (Figura 1 y en Tabla 1). En cada
coordenada se colectd 50 kg suelo y se los transportd al invernadero de la USFQ. Cada
tipo de suelo atravesé una preparacion donde se secé al aire libre durante 7 dias. Después,
se lo tamizé en una malla de 2 mm para colocarlo en las macetas en una cantidad de 350
gr de suelo humedecido (10% p/v). Ademas, de cada tipo de suelo se apartd una cantidad
para el tratamiento denominado bulk soil, es decir, macetas que solo contuvieron suelo

sin plantas cultivadas; también llamado suelo no rizosférico.

2.2.Tipos de tomate, condiciones de invernadero, siembray riego

Para el desarrollo de los experimentos se eligieron varios tipos de tomates modernos,
que son el producto de la domesticacion. Como tomate nativo, se eligié Solanum
pimpinellifolium que se caracteriza por crecer de forma silvestre en un ambiente natural
sin la intervencion del hombre. Como tomate criollo, o intermedio entre el tomate nativo
y los tomates modernos, se escogié a Solanum lycopersicum cv. Cerasiforme (Tabla 2).
Los experimentos se ejecutaron en un invernadero en condiciones controladas con luz

natural (12h luz/12h oscuridad). La camara climatica se mantuvo a una temperatura > a
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22°C. Las semillas de tomate se plantaron en las macetas a una profundidad de 1 cm.
Luego, se cubrio las macetas con un plastico transparente para estimular la germinacion.
Las plantulas emergentes fueron monitoreadas y regadas entre 5y 25 ml de agua cada 1

0 2 dias de acuerdo con la humedad del suelo.

2.3.Evaluacion de parametros, registro de mediciones y colecta de muestras

Se eligid evaluar la altura de las plantas durante su crecimiento en la maceta y el peso
seco foliar después de su cosecha. Ambos parametros se tomaron en cuenta por ser
indicativos claves del fenotipo de las plantas, ademas de que permiten establecer
comparaciones de rendimiento y estado entre cultivos de un mismo experimento (FAO,
2001). La medicidn de la altura de las plantas se realiz6 con un flexémetro (cm) desde la
aparicion del primer par de hojas verdaderas. Las siguientes mediciones de la altura se
fueron registrando cada dos dias hasta la presencia del cuarto par de hojas verdaderas.
Después, se procedio a la cosecha, donde la zona foliar de las plantas se colocé en bolsas
de papel para ser introducidas en un horno a 65°C y luego registrar el peso de las muestras
por medio de una balanza calibrada. Para la extraccién del ADN rizosférico del
Experimento 3 se realiz0 la colecta del suelo adherido a las raices. Una vez que se extrajo
la planta de la maceta, se hizo un corte en el cuello de la raiz de las 64 plantas para separar
la raiz. Las raices con suelo fueron colocadas en tubos Falcon de 15 ml y se afiadio 4ml
de solucién LifeGuard Soil Preservation para su conservacion, de la misma forma se
colectd las 16 muestras de bulk soil. Todos los tubos fueron almacenados a una

temperatura de -20°C para prevenir la desnaturalizacion del material genético.

2.4.Disefno experimental y analisis estadistico

2.4.1. Experimento 1: Evaluacion fenotipica de tomates modernos en suelos
nativos de Calacali y Cayambe.
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Se emplearon dos tipos de suelos nativos provenientes de Cayambe y Calacali con
dos variedades de semillas modernas S. lycopersicum cv. Pomodoro y cv. Cherry. Para el
desarrollo del experimento se utiliz6 9 kg del suelo nativo de Cayambe y 9 kg de suelo
nativo de Calacali que fueron autoclavados y la misma cantidad de suelo sin autoclavar,
lo que resulté en cuatro suelos diferentes con 8 tratamientos que consistieron en 9 réplicas
(plantas) resultando en total 72 plantas. Para el analisis estadistico se utilizd un disefio
bifactorial completamente aleatorizado cuyos factores fueron “suelo” (Cayambe
autoclavado y sin autoclavar y Calacali autoclavado y sin autoclavar) y “tipo de tomate”
(Pomodoro y Cherry), con lo cual se hizo un analisis de varianza (ANOVA) basado en
las variables “altura” y “peso seco foliar”. Para reducir la variacion los datos registrados

de ambas variables, estos fueron transformados por logaritmo log;,(x) para el analisis.

2.4.2. Experimento 2: Evaluacion fenotipica de tomates modernos, tomate
criollo y tomate nativo en suelos nativos de Calacali y Cayambe.

Se emplearon los suelos nativos de Cayambe y Calacali. Se seleccionaron tomates
modernos S. lycopersicum cv. Floradade y cv. Pomodoro, tomate criollo S. lycopersicum
cv. Cerasiforme y un tomate nativo S. pimpinellifolium. Esto resulté en 8 tratamientos
que tuvieron 4 réplicas, lo que resulta en un total de 32 plantas. Para el analisis estadistico
se utilizo el disefio bifactorial completamente aleatorizado cuyos factores fueron “suelo
(Cayambe y Calacali) y “tipo de tomate” (cv. Moneymaker, Floradade, Cerasiformey S.
pimpinellifolium), con lo que se hizo un analisis de varianza (ANOVA) basado en las

variables “altura” y “peso seco foliar”. En este caso no se transformo los datos.

2.4.3. Experimento 3: Evaluacion fenotipica de tomates nativos S.
pimpinellifolium y modernos S. lycopersicum cv. Moneymaker en suelos
nativos y modernos de Loja y Cayambe

Este experimento involucré dos fases: (1) Activacion y (2) Intercambio. En la fase

1 se realiz6 un proceso de activacion de los suelos nativos y modernos de Cayambe y
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Loja. Esto consistio en sembrar y crecer durante 5 semanas 32 semillas de tomates nativos
(S. pimpinellifolium) y 32 semillas de tomates modernos (S. lycopersicum cv.
Moneymaker) en los suelos mencionados. Este proceso tuvo como fin garantizar la
actividad microbiana en los suelos. Por otro lado, la fase 2 de intercambio, consistio en
sembrar una mitad de semillas de tomates nativos (S. pimpinellifolium) y otra mitad de
semillas de tomates modernos (S. lycopersicum cv. Moneymaker) en los mismos suelos,
donde previamente se activo con las semillas opuestas. Adicional, en este experimento se
incluyeron 8 macetas con bulk soil de Cayambe y 8 de Loja como controles sin siembra,
para comparar el microbioma del suelo con el microbioma de la rizosfera (Tabla 3). Para
el analisis estadistico se utilizo el disefio trifactorial completamente aleatorizado cuyos
factores fueron “sitio” (Cayambe y Loja), “tipo de suelos” (nativo y moderno) y
“combinaciones de tipos de tomate”, como MM (Moneymaker/Moneymaker), MP
(Moneymaker/S. pimpinellifolium), PM (S. pimpinellifolium/Moneymaker) y PP (S.
pimpinellifolium/S. pimpinellifolium). Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) basado
en las variables “altura” y “peso seco foliar”. Esto resultd en 16 tratamientos que tuvieron
4 réplicas con lo que se obtiene un total de 64 plantas. Para reducir la variacion los datos
registrados de la variable altura estos fueron transformados con log;(x) y los datos de la

variable peso seco foliar fueron transformados con log,o(x + 1).

2.5.Experimento 3

2.5.1. Andlisis fisico, quimico y biolégico de suelos nativos y modernos de
Cayambe y Loja

Se realiz6 una evaluacion de la composicion de los suelos nativos y modernos de
Cayambe y Loja a nivel fisico, quimico y biologico. Los andlisis se realizaron en los
laboratorios de Eurofins Agro Ecuador. Los analisis fisicos abarcaron mediciones de la

acidez de los suelos (pH), asi como andlisis de textura donde se considero el porcentaje
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(%) de carbono organico, materia organica, arcilla, limo y arena. Para el analisis quimico
se evalud la cantidad de macronutrientes en [kg/ha] y micronutrientes en [g/ha] con
énfasis en la determinaciéon de la cantidad de nitrégeno, fosforo, potasio, hierro y
magnesio. Estos son elementos determinantes para el desarrollo de las comunidades
microbianas y para el crecimiento de la planta. Por ultimo, se hizo una evaluacion

bioldgica de la cantidad de biomasa microbiana presente en el suelo en [mg C/kg].

2.5.2. Extraccion de ADN total de las rizosferas de tomates nativos y tomates
modernos.

El ADN total de las muestras de la rizosfera se extrajo por lisis mecénica (con esferas
de granate), y para la extraccion del ADN total se empled el método de purificacion del
ADN con las columnas/filtros del kit DNeasy PowerSoil (Qiagen, USA), a partir de 0,05
g de suelo. La seleccidon de este tipo de kit asegura que los acidos nucleicos purificados
sean de la mayor calidad y cantidad posible para validar que nuestro método de
recoleccion de muestras es adecuado para el andlisis propuesto. Para conocer la

concentracion de ADN total extraido se utilizo el equipo Nanovue spectrophotometer.

2.5.3. Secuenciacion de los microbiomas de las rizosferas de tomates nativos y
modernos y analisis bioinformatico.

Para la secuenciacion del ADN rizosférico se emplean los genes 16S ARNr (341F y
805R) e ITS (ITS 1y 2) para identificar y caracterizar las comunidades bacterianas y de
hongos, respectivamente. La secuenciacion la realiza la empresa Baseclear (Leiden,
Paises Bajos). Las secuencias de ambos genes se generan en la plataforma MiSeq Illumina
y los archivos FASTQ (*.filt.fastg.gz) se analizaran con las herramientas bioinformaticas
DADA2 version 1.12 y R (phyloseq package) version 1.30.0 para determinar la

diversidad taxonomica del microbioma de la rizosfera de tomates nativos y modernos.
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3. RESULTADOS

3.1.Experimento 1: Evaluacién fenotipica de tomates modernos cultivados en suelos
nativos de Calacali y Cayambe.

3.1.1. Altura de tomates modernos en suelos nativos.

El primer pardametro que se midi6 para poder evaluar la respuesta fenotipica de los
suelos modernos S. lycopersicum cv. Cherry y S. lycopersicum cv. Pomodoro fue la altura
de los tomates cultivados en suelos de Cayambe y Calacali. En la Figura 2 (a), se
evidencia que la altura de la planta en la interaccion suelo-tomate fue significativamente
diferente (ANOVA, p =0, 016407) y el promedio (n =9) en la interaccién del suelo nativo
de Cayambe no tratado con tomate moderno variedad Cherry la altura fue de 1,29 (19,28
cm), mientras que del suelo nativo de Cayambe no tratado con tomate moderno variedad
Pomodoro la altura resulté en 1,38 (23,83 cm), los cuales fueron significativamente
diferentes. En resumen, tanto la variedad Cherry como la variedad Pomodoro registraron
una mayor altura cuando crecieron en suelo de Cayambe no tratado en comparacion con

el suelo no tratado de Calacali.

3.1.2. Peso seco foliar de tomates modernos en suelos nativos.

Al final del Experimento 1, se midié también el peso seco de la zona foliar de los
tomates en los diferentes tratamientos, para obtener el peso de la biomasa de la parte
foliar. En la Figura 2 (b), se observa que el peso seco foliar en la interaccion suelo-
tomate fue significativamente diferente (ANOVA, p = 0, 016407) y el promedio (n = 9)
en la interaccion del suelo nativo de Cayambe no tratado con tomate moderno variedad
Cherry, el peso seco foliar fue de -1,00 (0,10 g), mientras del suelo nativo de Cayambe
no tratado con tomate moderno variedad Pomodoro, el peso seco foliar fue igual a -1,11
(0,08 g). En resumen, se repitieron las observaciones de la altura de los tomates, puesto

que se registrd un mejor rendimiento de la biomasa para amabas variedades, Cherry y
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Pomodoro en el suelo de Cayambe no tratado en comparacion con el suelo no tratado de

Calacali.

3.1.3. Respuesta fenotipica en los suelos tratados (autoclavados) de Cayambe y
Calacali.

Cuando se esterilizo el suelo de Cayambe se observé una disminucion de la altura y
el peso seco foliar en variedades Cherry y Pomodoro (Figura 2). La altura se redujo a
1,19 (15,78 cm) y a 1,12 (13,37 cm) y el peso seco foliar disminuy6 a -1,10 (0,07 g) y a
-1,15 (0,07 g) en Cherry y Pomodoro, respectivamente. Un efecto contrario ocurri6 en
ambas variedades en el suelo de Calacali esterilizado, puesto el rendimiento de altura y
peso seco foliar incrementd. En el caso de la altura, cambio de 0,92 (8,31 cm) a 1,16
(14,77 cm) en Cherry y de 1,03 (10,75 cm) a 1,14 (13,90) en Pomodoro y el peso seco
foliar pas6 de 1, 82 (0,01 g) a-1,15 (0,06 g) en Cherry y de 1,72 (0,01 g) a-1,40 (0,03 g)

en Pomodoro.

3.2.Experimento 2: Evaluacion fenotipica de tomates modernos, tomate criollo y
tomate nativo en suelos nativos de Calacali y Cayambe

3.2.1. Altura de tomates modernos, tomate criollo y tomate nativo en suelos
nativos.

Se midio la altura de los tomates para evaluar la respuesta fenotipica de dos tomates
modernos S. lycopersicum cv. Floradade y cv. Pomodoro, un tomate criollo S.
lycopersicum cv. Cerasiforme y un tomate nativo S. pimpinellifolium en suelos nativos de
Cayambe y Calacali. En la Figura 3 (a), se observa que la altura de planta en la
interaccion suelo—tomate fue significativamente diferente (ANOVA, p = 0, 03748) y el
promedio (n = 4) en la interaccion de suelo nativo de Cayambe con tomate nativo S.
pimpinellifolium la altura fue de 31,10 cm. Con tomate moderno variedad Floradade fue

de 27,62 cm, con tomate moderno variedad Pomodoro fue de 24,42 cm y con tomate
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criollo variedad Cerasiforme fue de 20,05. En el caso del suelo nativo de Calacali todos
los tomates presentaron una altura menor en comparacion con los mismos tomates que
crecieron en el suelo de Cayambe. En resumen, en términos de altura el suelo de Cayambe
proporciond un mejor desarrollo de todos los tomates en contraste con el suelo de
Calacali. Ademas, es interesante mencionar que el mejor desempefio de altura lo obtuvo

el tomate nativo S. pimpinellifolium en suelo nativo de Cayambe.

3.2.2. Peso seco foliar de tomates modernos, tomate criollo y tomate nativo en
suelos nativos.

Al final del Experimento 2, se midio también el peso seco de la zona foliar de los
tomates, para comparar la biomasa de la zona foliar de los tomates modernos con el
tomate criollo y nativo. En la Figura 3 (b) se observa que el peso seco foliar en la
interaccion suelo—tomate fue significativamente diferente (ANOVA, p =0, 01654) y el
promedio (n = 4) en la interaccion entre el suelo nativo de Cayambe con tomate moderno
variedad Floradade fue de 0,28 g, con tomate moderno variedad Pomodoro fue de 0,25 g,
con tomate nativo S. pimpinellifolium fue de 0,20 g y con tomate criollo variedad
Cerasiforme fue de 0,14 g. En el caso del suelo nativo de Calacali todos los tomates
presentaron un menor peso seco foliar en contraste con los mismos tomates que crecieron
en el suelo de Cayambe. En resumen, en términos de peso seco foliar el suelo de Cayambe

proporciond un mejor rendimiento para todos los tomates.

3.3.Experimento 3: Evaluacion fenotipica de tomates nativos S. pimpinellifolium y
modernos S. lycopersicum cv. Moneymaker en suelos nativos y modernos de Loja
y Cayambe

3.3.1. Altura de tomate moderno y nativo en suelos nativos y modernos de Loja
y Cayambe.

Después de los dos experimentos con suelos nativos de la provincia de Pichincha,

investigamos las respuestas fenotipicas del tomate nativo S. pimpinellifolium y el tomate
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moderno S. lycopersicum cv. Moneymaker, cultivados en un suelo nativo de Loja, donde
naturalmente crecen tomates nativos S. pimpinellifolium. Para comparar el desempefio de
los tomates en los suelos de Loja, se incluyd el suelo nativo de Cayambe, que resulto el
mejor suelo en los experimentos previos. En la Figura 4, se observa que la altura de la
interaccion sito—suelo fue significativamente diferente (ANOVA, p = 1.42e-07) y el
promedio (n = 4) en la interaccion de sito Cayambe con suelo moderno la altura fue de
1,48 (30,12 cm), mientras que del sito Cayambe con suelo nativo result6 en 1,42 (26,38
cm). En la interaccion de sito Loja con suelo nativo fue de 1,41 (26,02 cm). En el caso,
de la interaccion de sito Loja con suelo moderno la altura resulté en 1,08 (11,93 cm). Es
decir, se registr6 una mayor altura de las plantas de tomate que crecieron en suelo de

Cayambe moderno y nativo y en suelo de Loja nativo

3.3.2. Peso seco foliar de tomates modernos variedad Moneymaker en suelos
nativos y modernos de Loja y Cayambe.

En la Figura 5 se observa que el peso seco foliar en la interaccion sitio-suelo-tomate
fue significativamente diferente (ANOVA, p = 0.000546). Especificamente, en la Figura
5 (a) se observa que en los tomates modernos variedad Moneymaker, cuyos suelos se
activaron con la misma variedad de tomate Moneymaker, Unicamente el suelo moderno
de Loja resulté ser diferente de los otros tratamientos con una disminucion de su peso a
la mitad con 0,03 (0,09 g). Por su parte, los suelos nativos de Cayambe y Loja y el suelo
moderno de Cayambe obtuvieron un peso seco foliar similar con 0,08 (0,21 g), 0,07 (0,19
g) y 0,08 (0,21 g), respectivamente. Por otro lado, cuando la etapa de activacion se ejecuto6
con el tomate nativo S. pimpinellifolium, se observé un bloqueo de desarrollo muy fuerte
de las plantas de la variedad Moneymaker en el suelo nativo de Cayambe con un peso de

0,006 (0,015 g). Sin embargo, se observé que la misma combinacion en suelo nativo de
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Loja demostré un efecto contrario, con un peso de 0,06 (0,16 g), incluso casi igual a los

tomates variedad Moneymaker después de una etapa de activacion con la misma variedad.

3.3.3. Peso seco foliar de tomates nativos S. pimpinellifolium en suelos nativos y
modernos de Loja y Cayambe.

En la Figura 5 (b) se observa que los tomates nativos S. pimpinellifolium,
previamente activados con el mismo tomate S. pimpinellifolium en los suelos nativos y
modernos de Cayambe y Loja, obtuvieron un peso seco foliar de 0,06 (0,16 g) en el suelo
moderno de Cayambe que fue significativamente diferente de los otros tratamientos. Por
otro lado, cuando la etapa de activacion se ejecutd con el tomate moderno variedad
Moneymaker, se observo que el tomate nativo S. pimpinellifolium se desarrollé mejor en
los suelos nativos de Cayambe y Loja porque se obtuvo pesos significativamente mayores
con 0,07 (0,18 g) y 0,06 (0,16 g) respectivamente. Incluso mejor que los pesos secos

foliares de una etapa de activacion con el mismo tomate nativo S. pimpinellifolium.

3.4.Resultados de los andlisis quimico, bioldgico y fisico de suelos nativos y modernos
de Cayambe y Loja.

3.4.1. Andlisis quimico y bioldgico de suelos nativos y modernos de Cayambe y
Loja.

En la Tabla 4 se observa los resultados del analisis quimico y biolégico de los suelos
nativos y modernos de Cayambe (Pichincha) y Zapotillo (Loja) que se utilizaron en el
Experimento 3. El nitrégeno (N) en los suelos de Cayambe tanto nativo como moderno
presentaron una reserva total de N y una capacidad de suministro de N a la planta superior
al umbral. De esto, el suelo de Cayambe nativo presentd la mayor reserva de nitrogeno
con un valor de 11740 kg N/ha y una capacidad de suministro de N igual a 210 kg N/ha.
En el caso de los suelos de Loja, la reserva total de N en suelo nativo es apropiado con

un valor de 3670 kg N/ha. Sin embargo, el suelo moderno esta por debajo del umbral para
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este elemento. Cabe mencionar, que la capacidad de suministro de N para la planta en
suelos de Loja es deficiente. En el caso del fosforo (P), el suelo de Cayambe moderno se
destaca porque presenta la mayor reserva de P con un valor de 885 kg P/ha y una alta
cantidad de P disponible para la planta de 27,1 kg P/ha. El resto de los suelos, es decir,
Cayambe nativo y Loja moderno y nativo presentan una deficiencia respecto a sus
reservas de fésforo. En el caso del potasio (K), los suelos de Cayambe moderno y nativo
presentan una reserva de K que sobrepasa el umbral para K con valores de 590 y 600 kg
K/ha respectivamente, siendo el valor de Cayambe nativo el mas alto. Ademas, ambos
suelos modernos y nativos se caracterizan por la alta cantidad de K disponible para la
planta igual a 835 y 945 kg K/ha respectivamente. Para los suelos de Loja, se evidencio
una deficiencia por cumplir con el valor establecido por el umbral. Por su parte, el hierro
present6 una deficiencia en todos los suelos, mientras que todo lo contrario sucedio con
el magnesio, que presentd una alta disponibilidad en todos los suelos. Ademas, en el suelo
de Cayambe moderno se registrd una cantidad de 805 kg Mg/ha, en Cayambe nativo 1250
kg Mg/ha, en Loja moderno 910 kg Mg/ha y en Loja nativo 1140 kg Mg/ha. Finalmente,
de acuerdo con el andlisis biologico de los suelos de Cayambe y Loja, tanto modernos
como nativos superaron el umbral para la cantidad de biomasa microbiana presente en
cada suelo. Es interesante mencionar, que los suelos nativos de Cayambe y Loja
presentaron una mayor cantidad de biomasa microbiana con valores de 2310 y 1459 mg

Cl/kg respectivamente, en comparacién con los suelos modernos de los mismos sitios.

3.4.2. Andlisis fisico de suelos nativos y modernos de Cayambe y Loja.

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los resultados de los anélisis fisicos de los
suelos nativos y modernos de Cayambe (Pichincha) y Zapotillo (Loja) que se utilizaron
en el Experimento 3. Se observo que el suelo moderno de Loja presenta un pH neutro

(7,1). En contraste, el resto de los suelos presentaron mediciones de pH en rango de acidez
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acorde con el umbral establecido. Por otro lado, el porcentaje de materia organica de 5,3
en el suelo moderno de Cayambe y de 5,4 en el suelo nativo de Loja es adecuado puesto
que indica que el suministro total requerido de materia organica es efectivo. Cabe
mencionar que para el suelo nativo de Cayambe se evidencia la presencia de abundante
materia organica con porcentaje de 9.7 superior al resto. En cuanto a la textura de los
suelos, todos presentan un buen porcentaje de arena, mientras que el porcentaje de arcilla

y limo estan por debajo del estandar en los suelos.

3.5.Posibles resultados de la secuenciacién de los microbiomas de las rizosferas de
tomates modernos y nativos en suelos modernos y nativos de Cayambe y Loja

Al final del Experimento 3, se tomaron muestras de la rizosfera y bulk soil de los
tomates nativos y modernos de los tratamientos en los suelos nativos y modernos de
Cayambe y Loja. Despueés de la extraccion del ADN total, 80 muestras fueron enviadas a
la empresa BaseClear donde se encuentran en proceso de secuenciacion. Debido a la
situacion actual con el COVID-19, esta seccion se basara en los posibles resultados de
esta investigacion, si se hubiera contado con las secuencias del microbioma al momento
de la entrega de este reporto. Entonces, para construir una vision de los posibles resultados
moleculares, se considerd un estudio del microbioma rizosférico de tomate moderno en
suelo agricola del valle de Guasave, México, donde se uso los genes 16S para procariotas
y 18S para eucariotas. En la Figura 6 (a) de ese estudio, mostro que el filo Firmicutes fue
el mas abundante de las procariotas con un 45%. A continuacion, el filo Proteobacteria
con un 15% y el filo Gemmatimonadetes con un 13%. Por otro lado, Figura 6 (b) el filo
maés abundante de los eucariotas fue Ascomycota con un 59% (Cordero et al, 2012). En
otro estudio de referencia, se evidencié una alta abundancia del filo Firmicutes en los
suelos nativos y agricolas en el tratamiento bulk soil de suelos de la provincia de Loja, en

el sur de Ecuador (Obando, 2020).
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4. DISCUSION
Este estudio es uno de los primeros en utilizar un enfoque multidisciplinario para
explorar el microbioma de la rizosfera asociado al tomate nativo Solanum
pimpinellifolium en suelo nativo (habitat natural del tomate) y en suelo moderno
(agricola) de la zona de Zapotillo, Loja. Ademas, en este estudio se incluyen tomates
modernos y un tomate criollo para evaluar su desempefio en suelos nativos y modernos

(agricolas) de Cayambe y Calacali, Pichincha.

En el Experimento 1 que se dirigio a la evaluacion de la respuesta fenotipica de
tomates modernos Solanum lycopersicym cv. Cherry y cv. Pomodoro que se desarrollaron
en suelos nativos autoclavados y no tratados de Calacali y Cayambe, se obtuvo un
resultado comtn de las dos variables estudiadas “altura” y “peso seco foliar”. Ambos
tomates modernos, de la variedad Cherry y de la variedad Pomodoro registraron las
mayores alturas y el mejor rendimiento de peso seco foliar en los suelos nativos de
Cayambe no tratados, es decir, que no pasaron por un proceso de esterilizacion (Figuras
2 (@) y 2 (a)). En este resultado puede estar implicado el componente microbiano del
suelo nativo de Cayambe. Segun los resultados del andlisis, especificamente este suelo
nativo de Cayambe contiene la méas alta cantidad de biomasa microbiana de todos los
suelos analizados (2310 mg C/kg). De manera que, los microorganismos presentes en el
suelo ayudaron a las plantas a desarrollarse mejor (Pérez-Jaramillo et al, 2019). Lo que
confirma este patrdn, es el resultado de las plantas que crecieron en el suelo nativo de
Cayambe donde el componente microbiano fue eliminado con el proceso de esterilizacién
por autoclave. Ademas, este suelo fue interesante porque cuenta con una alta cantidad de
nitrogeno (11 740 kg N/ha). Estudios indican que una alta cantidad de este elemento es
un indicativo de la actividad de las bacterias fijadoras de nitrogeno. Puesto que las plantas

no lo pueden absorber directamente y estas bacterias que viven en simbiosis con las
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plantas se encargan de tomar el nitrogeno del aire para hacer mas facil su incorporacién
en el suelo y en la planta (Calvo, 2011). Cabe mencionar, que este suelo nativo se colectd
en las cercanias del volcan Cayambe, de manera que la presencia de tierra volcanica pudo
haber influenciado en la composicién especial de este suelo. Por otro lado, a pesar de que
fue mayor la altura y peso seco foliar de los tomates modernos de las variedades Cherry
y Pomodoro en el suelo nativo de Cayambe no esterilizado, se observo que las plantas
también crecieron en el suelo esterilizado, pero con un desempefio menor. Esto puede
estar influenciado por el componente nutricional del suelo que presenta una alta cantidad
de nitrégeno y potasio (600 kg K/ha) que son los dos macronutrientes mas importantes

para un buen desempefio del tomate en su etapa de crecimiento (Sainju et al, 2003).

En el Experimento 2 de la evaluacion de la respuesta fenotipica de tomates
modernos, tomate criollo S. lycopersicum cv. Cerasiforme y tomate nativo S.
pimpinellifolium que se incluyeron por primera vez y que se desarrollaron en suelos
nativos de Calacali y Cayambe se obtuvo un resultado similar de las dos variables
estudiadas “altura” y “peso seco foliar”. Todos los tipos de tomates obtuvieron una mayor
altura y mejor rendimiento del peso seco foliar en el suelo nativo de Cayambe, en
contraste con el suelo nativo de Calacali (Figura 3 (a) y 3(b)). Esto se puede justificar de
la misma manera, como se concluyo en la discusion del Experimento 1, por el hecho de
que el suelo nativo de Cayambe presenta un buen componente nutricional tanto en
nitrbgeno como en potasio. Estudios mencionan que el tomate requiere de nitrogeno en
gran cantidad para un buen desarrollo, debido a que este es un elemento de proteinas y
aminoacidos que son vitales para el crecimiento y reproduccion de las plantas de tomate
(Sainju et al, 2003), y su deficiencia genera el envejecimiento prematuro de las hojas y
desacelera el desarrollo del tomate (Pereira et al, 2011). Por otro lado, el potasio es el

nutriente méas absorbido por el tomate ya que este proporciona robustez a la zona foliar
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(Sainju et al, 2003), y su deficiencia reduce el rendimiento de la planta (Pereira et al,
2011). En el caso del suelo de Calacali no se realizaron analisis fisico, quimicos o
bioldgicos pero la bibliografica reporta que es un suelo que se caracteriza por ser rocoso,
no apto para desarrollo econémico y agricola (Secretaria Técnica Planifica Ecuador,
2019). Como se menciond todos los tomates se desarrollaron mejor en el suelo nativo de
Cayambe, sin embargo, solo dos tipos de tomate destacaron por presentar los mejores
rendimientos en altura y peso seco foliar (Figura 3 (a) y 3(b)). Estos fueron el tomate
moderno variedad Floradade y el tomate nativo S. pimpinellifolium. Una observacion que
es importante mencionar es que, aunque S. pimpinellifolium presenté las plantulas mas
altas de todos los tipos de tomate, se observo que la altura no se correlacion6 con el peso
seco foliar de estos tomates. Es decir, altas plantulas resultaron con pesos bajos, mientras
que las tendencias de altura en los otros tres tipos de tomates fueron las mismas tendencias
en las mediciones de su biomasa seca. No se encontré publicaciones previas que
mencionaran este fenémeno especificamente para S. pimpinellifolium, pero respecto al
desempefio del tomate, se debe colocar mayor énfasis en el peso seco, ya que es el
pardmetro mas preciso. Sin embargo, en base a los pesos secos foliares, los dos tomates
moderno y nativo presentaron los pesos més altos en los suelos de Cayambe en contraste

con los suelos de Calacali.

Literatura previa indica que el componente microbiano benéfico asociado a las
raices de los tomates es muy importante para diversos procesos fisiologicos que incluyen
en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Cordovez et al, 2019). Debido a que las
raices de las plantas tienen la capacidad de reclutar microorganismos benéficos del suelo
como las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés)
que incluye una gran variedad de géneros como Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus,

Acinetobacter, Alcaligenes, Azospirillus, etc. Sus funciones incluyen la regulacion del
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desarrollo de las plantas, la solubilizacion de fosforo, biofertilizantes, promocién de
resistencia a estrés bidtico y abiotico, entre otras (De la Pefia, 2014). Por otro lado, es
dificil directamente correlacionar los resultados obtenidos en el Experimento 2 con el
microbioma que brinda cada tipo de suelo, pero, si estos suelos hubieran sido suelos
nativos donde naturalmente crecen tomates nativos, es probable que el efecto del
componente microbiano sea mucho mas fuerte en el tomate nativo S. pimpinellifolium
debido a que es una especie silvestre que no ha atravesado un proceso de domesticacién
como las multiples variedades del tomate moderno S. lycopersicum cv. Floradade, por
ende, puede presentar microorganismos mas especializados y menos agotados que
contribuyen a su desarrollo (Pérez-Jaramillo et al., 2019). Por el hecho de que ambos
suelos no forman parte del habitat natural de tomates nativos, independientemente de los
resultados que, si indicaron que estos suelos de Cayambe proporcionan un mejor
crecimiento de los tomates, el papel del microbioma nativo fue difuso probablemente
porque la comunidad microbioma no fue la 6ptima para que los tomates adquieran un

efecto méximo en su fisiologia.

En el Experimento 3 se direcciono a la evaluacion fenotipica del tomate nativo
S. pimpinellifolium y el tomate moderno S. lycopersicum cv. Moneymaker como una de
las variedades maés exitosas y por ende mas sembrada en el mundo (Chang, 2016). En
diferencia a los ultimos dos experimentos, por primera vez se incluyeron suelos nativos
provenientes de Zapotillo, Loja, donde naturalmente crecen tomates nativos S.
pimpinellifolium (Zuriaga et al, 2009). También se seleccion6 a Cayambe, como suelo
nativo porque presentd los mejores resultados en los experimentos anteriores. En ambos
sitios, se colectaron suelos modernos (agricolas). Por el parametro de altura de la planta,
hay evidencia que la combinacion entre el tipo de tomate y el tipo de suelo influyd en el

desarrollo de las plantas de tomate (Figura 4). Los resultados de los tratamientos sin
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intercambio, es decir, donde se aplic una etapa de activacion del suelo con el mismo tipo
de tomate moderno S. lycopersicum cv. Moneymaker o nativo S. pimpinellifolium en la
segunda etapa del experimento, indican que el peso seco foliar de la variedad
Moneymaker fue mayor a S. pimpinellifolium. Esta observacién esta confirmada por otras
publicaciones que mencionan que el tomate moderno variedad Moneymaker bajo
condiciones favorables, puede fijar mayor biomasa (Caguana, 2003). En el presente
estudio también se evidencid que en el tratamiento con S. pimpinellifolium después de
una etapa de activacion por parte del mismo tipo de tomate S. pimpinellifolium, las plantas
pudieron igualar el peso seco de Moneymaker en el suelo moderno (agricola) de Cayambe
y el suelo nativo de Loja. Cuando los tratamientos de intercambio se realizaron con una
etapa previa de activacion del suelo por el otro tipo de tomate, los resultados de este
experimento demostraron que las variaciones mas grandes en el experimento fueron
encontradas en los suelos nativos después de una fase de activacion del suelo con el
tomate nativo S. pimpinellifolium. El efecto fue ain mas fuerte en el suelo nativo de
Cayambe, donde las plantulas de Moneymaker si pudieron germinar, pero su crecimiento
fue completamente bloqueado después de la germinacion cuando la etapa previa de
activacion fue hecha por tomate nativo S. pimpinellifolium. Una manera de explicar estos
resultados se basa en el estado nutricional de los suelos en combinacion con la resistencia
innata a deficiencias por el estado nutricional, brindado por la genética del tipo de tomate
(Sanchez, 2017). Aunque el suelo nativo de Cayambe en general contiene méas nutrientes
en comparacion con el suelo nativo de Loja (Tabla 4), ambos suelos nativos tienen graves
deficiencias en fosforo con 80 kg P/ha y 135 kg P/ha, respectivamente, lo que
posiblemente fue la causa de los problemas en desarrollo en las plantas. Debido a que la
deficiencia del fosforo causa el retraso del desarrollo de la raiz y por ende el pronto

establecimiento de la planta (Sainju et al., 2003). Sin embargo, se puede hipotetizar que
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S. pimpinellifolium, por ser una especie silvestre, demuestra un mejor desempefio en
suelos nativos que pertenecen a su habitat natural, donde evolucion6 y sobrevivié bajo
condiciones adversas, es decir, en constante desafio con las deficiencias nutricionales
observadas, y probablemente los desafios con la presencia de agua, por ser ecosistemas
semidesérticos (Zuriaga et al, 2009). Por otro lado, se puede observar que tanto el tomate
moderno como el nativo crecieron bien en los suelos nativos de Loja. Esto lleva a
considerar el microbioma benéfico como previamente se discutié en el Experimento 2.
En base a la literatura, se plante6 la hipotesis de que el suelo nativo de Loja, que forma
parte del habitat natural del tomate nativo S. pimpinellifolium contiene los
microorganismos dentro del microbioma del suelo con los cuales coevoluciond. Estos le
ayudaron a crecer en condiciones adversas como la deficiencia nutricional. Ademas, la
“comunicacion” del microbioma nativo con su planta nativa S. pimpinellifolium ayudé a
establecer asociaciones benéficas que le proporcionan un mejor desempefio (Pascale et
al, 2019). Al contrario, el suelo nativo de Cayambe no es caracterizado como hébitat de
tomates nativos y por esta razon no evolucioné en combinacion con tomates nativos. Por
lo cual, al llegar a este punto, no es extrafio que el resultado méas grande del experimento
se dio en el tomate moderno variedad Moneymaker cultivado en suelo nativo de
Cayambe, después de una ronda previa de activacion con tomate nativo. Esto podria
apoyarse en el hecho de que el crecimiento de la variedad Moneymaker se establecié en
un suelo deficiente de fésforo, gracias a una conexién que hubo con el microbioma nativo
de tomate S. pimpinellifolium con el que fue activado previamente este suelo (Pérez-
Jaramillo et al, 2019). Finalmente, el suelo donde no se observo diferencias entre los
tratamientos fue el suelo moderno (agricola) de Loja. Debido a que presentdé una
deficiencia de fosforo y ademas pertenece a un sistema agricola que usa una gran cantidad

de pesticidas para la proteccion del cultivo. Entonces el desbalance nutricional y la
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alteracion negativa del microbioma por parte de los agentes quimicos pudo haber limitado

a este suelo para el cultivo exitoso de tomates (Hartman et al, 2019).

Como se explico en la dltima seccion de los resultados, las 80 muestras de la
rizosfera y de bulk soil de los tomates nativos y modernos se encuentran en proceso de
secuenciacion y que no se ha concluido al momento de la entrega de este trabajo. Sin
embargo, con la llegada de los resultados de la secuenciacion se espera encontrar una
comunidad microbiana benéfica asociada los tomates nativos y modernos. Por lo pronto,
en la investigacion del microbioma rizosférico en tomates modernos en suelos agricolas
de Guasave, México, el filo Firmicutes fue el mas abundante de los procariotas y que es
de importancia por su capacidad de biocontrol en hébitats que han atravesado cambios,
como con los suelos agricolas. Ademas, este filo incluye a la especie bacteriana Bacillus
subtilis que es una antagonista de fitopatégenos del tomate. El segundo filo mas
abundante fue Proteobacteria, que de acuerdo con estudios se encuentra en suelos
supresivos de Rhizoctonia solani un patdgeno que causa marchitez. (Cordero et al, 2012).
Estos resultados fueron confirmados en otro estudio de microbioma rizosférico de
tomates nativos en los suelos nativos y agricolas de Loja, donde también se evidencio una
alta abundancia del filo Firmicutes en los suelos modernos (agricolas) en comparacion
con una dominancia del filo Proteobacteria en las rizosferas de plantas de tomate nativo
S. pimpinellifolium (Obando, 2020). Por ultimo, no se encontraron publicaciones
cientificas que proporcionen una idea sobre el microbioma nativo de suelos de Cayambe.
Pero por el hecho de que los diferentes tipos de tomates demostraron un buen desempefio
en estos suelos, es probable que las comunidades de microorganismos benéficas de los

suelos de Cayambe puedan ser naturalmente supresivas de enfermedades.
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5. CONCLUSIONES

En conclusion, los suelos nativos de Loja y Cayambe influencian en un buen
desempefio de altura y peso seco foliar de los tomates modernos y nativos. En este
contexto, el tomate nativo Solanum pimpinellifolium registré un mejor desempefio en el
suelo nativo de Loja. Esto corresponde al hecho de que el suelo de Loja es al habitat
natural del tomate nativo Solanum pimpinellifolium y esto hace posible que contenga
microorganismos benéficos dentro del microbioma del suelo con los que coevoluciond el
tomate nativo y donde existe una estrecha comunicacién entre el microbioma nativo del
suelo con su tomate nativo. De tal forma, que esto estimula el desarrollo del tomate nativo
en condiciones adveras como es la deficiencia nutricional que existe en el suelo nativo de

Loja.

Por otro lado, el suelo nativo de Cayambe mostré un mejor desempefio con tomates
modernos que con los tomates nativos. Esto se asocia a que el suelo nativo de Cayambe
no es caracterizado como habitat de tomate nativo y por esta razén no evoluciono en
combinacidn con dicho tomate. Por esto, se espero evidenciar el mejor resultado en suelo
nativo de Cayambe con el tomate moderno Moneymaker. En donde esta implicado el
componente nutricional de este suelo, influenciado por contar con tierra volcanica. Sin
embargo, es importante mencionar que en este resultado también influyo la fase previa

de activacion del suelo con tomate nativo Solanum pimpinellifolium.

Finalmente, con la llegada de los resultados de la secuenciacién de las 80 muestras
del microbioma rizosférico y bulk soil se espera encontrar una comunidad microbiana

benéfica asociada los tomates nativos y modernos.
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7. ANEXO A: TABLAS

Tabla 1. Areas de colecta de suelos nativos y modernos

Zona Tipo de suelo Coordenadas
Sur Este
Cayambe, Pichincha Nativo 0.011316 -78.054611
’ Moderno 0.013022 -78.079577
Zapotillo, Loja Nativo -4.262351 -80.189306
’ Moderno -4.275202 -80.198269
Calacali, Pichincha Nativo 0.012901 -78.543277

Tabla 2. Tipo de tomate moderno, nativo y criollo

Tipo de genotipos de
tomate

Especie o Variedad

Distribuidor/Proveedor

Tomate moderno

Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker

Distribuidor comercial

Solanum lycopersicum cv.
Cherry

Distribuidor comercial

Solanum lycopersicum cv.
Pomodoro

Distribuidor comercial

Solanum lycopersicum cv.
Floradade

Distribuidor comercial

Tomate nativo

Solanum pimpinellifolium

Banco de Germoplasma
de Loja, Universidad
Nacional de Loja

Tomate criollo

Solanum lycopersicum cv.
Cerasiforme

de Loja, Universidad
Nacional de Loja

Tabla 3. Disefio experimental del experimento 3

Sitio Tipo de suelo Genotipos de tomate
Fase de activacion Fase de intercambio
Moneymaker
Moneymaker S. pimpinellifolium
Moderno S. pimpinellifolium
S. pimpinellifolium Moneymaker
Cayambe,
Pichincha Moneymaker
Moneymaker S. pimpinellifolium
Nativo S. pimpinellifolium
S. pimpinellifolium Moneymaker




46

Zapotillo,

Loja

Moneymaker
Moneymaker S. pimpinellifolium
Moderno S. pimpinellifolium
S. pimpinellifolium Moneymaker
Moneymaker
Moneymaker S. pimpinellifolium
Nativo

S. pimpinellifolium

S. pimpinellifolium

Moneymaker

Tabla 4. Analisis quimico y biolégico de los suelos nativos y modernos de Cayambe y

Loja
Paradmetros Unidad Target Cayambe Target Cayambe Target Loja Target Loja
value moderno value nativo value moderno value nativo
Stock total de N | kg N/ha | 2850-4000 6510 2560 — 3590 11740 3010 - 2410 2850 — 3670
4210 3980
N-capacidad de kg N/ha 95-145 110 95-145 210 95 — 145 35 95 — 145 50
suministro
P-stock en suelo | kg P/ha | 385-535 885 345 - 480 80 405 — 565 330 385-535 135
P- disponible kg P/ha 3,7-6,6 27,1 3,3-59 1,3 3.9-69 2,1 3,7-65 2
planta
K- stock en kg K/ha | 335-470 590 430 - 570 600 390 — 535 225 350 — 490 245
suelo
K- disponible kg K/ha | 200 - 315 835 180 — 280 945 210-330 130 200 - 315 240
planta
Fe- disponible g Fe/ha 7140 — <5820 6410 — <5280 7530 — <6140 7120 — <5810
planta 12840 11540 13550 12810
Mg- disponible | kg Mg/ha | 375 -470 805 335-420 1250 395 - 495 910 375 - 465 1140
planta
Biomasa mg C/kg | 265 - 795 1820 485 - 1455 2310 170 - 510 1197 270 - 810 1459
microbiona
Tabla 5. Andlisis fisico de los suelos nativos y modernos de Cayambe y Loja
Parametros Unidad | Target | Cayambe | Cayambe Loja Loja
value moderno | nativo | moderno | nativo

Acidez (pH) NA 55-6,1 5,6 55 7,1 6,3

C-orgéanico % NA 2,5 5,2 1,1 2

Materia organica % NA 5,3 9,7 3,4 54

Arcilla % NA 10 15 11 13

Limo % NA 30 38 26 30

Arena % NA 55 37 60 51




8. ANEXO B: FIGURAS

Figura 1. Mapa de Ecuador de las areas de colecta de suelos nativos y modernos

Fuente: Google Maps, 2020
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Figura 2. Altura (a) y peso seco foliar (b) de tomates modernos S. lycopersicum cv.

Cherry (izquierda) y cv. Pomodoro (derecho) en suelos nativos de Calacali y Cayambe

no tratados y autoclavados.
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Figura 3. Altura (a) y peso seco foliar (b) de tomates modernos S. lycopersicum cv.
Floradade y cv. Pomodoro, tomate criollo S. lycopersicum cv. Cerasiforme y tomate
nativo S. pimpinellifolium en suelos nativos de Calacali y Cayambe
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moderno y nativo
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Figura 5. Peso seco foliar de tomates modernos S. lycopersicum cv. Moneymaker de la
fase de intercambio con previa fase de activacion con S. lycopersicum cv. Moneymaker
y S. pimpinellifolium en suelos nativos y modernos de Cayambe y Loja (a). Peso seco
foliar de tomates nativos S. pimpinellifolium de la fase de intercambio con previa fase
de activacion con S. pimpinellifolium y S. lycopersicum cv. Moneymaker en suelos
nativos y modernos de Cayambe y Loja (b).
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a) Analisis 16S: Filo de procariotas b) Analisis 18S: Filo de eucariotas
1%, 1% 1%_1%1%4717%_ e
= Firmicutes = Ascomycota
u Proteobacteria = Chlorophyta
= Gemmatimonadetes u Basidiomycota
= Actinobacteria » Nematoda
= Acidobacteria g S’%r?ptophyta
= Cianobacteria g Clhoph.o -
: B Zygomicota
= Chloroflexi m Chytridiomycota
= Bacteroidetes m Glomeromycota

Figura 6. Filos de procariotas del analisis con el gen 16S (a) y filos de eucariotas del
analisis con el gen 18S (b) del microbioma de la rizosfera de tomate moderno de un
estudio hecho en la regidn de Guasave, México (Cordero et al., 2012)



