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RESUMEN

El tomate es una planta de gran importancia comercial, la cual tiene una gran cantidad de
relaciones con los microorganismos de la rizosfera. Sin embargo, poco se conoce acerca de
estas relaciones, ain mas cuando son parte del Reino Fungi o de los tipos de cambios que se
han producidos con respecto de estas comunidades durante el proceso de domesticacion, que
eventualmente provoco6 que las plantas silvestres ancestrales con gran diversidad microbiana
en la raiz y con alta resistencia al estrés bidtico y abiotico, se volvieran cada vez menos
resistentes en los cultivos modernos.

La hipdtesis es que los cultivos modernos probablemente cambiaron la composicién de su
microbiota benéfica de la rizosfera. El presente estudio tiene como objetivo investigar a nivel
molecular la diversidad taxonémica y funcional del micobioma de la raiz, el cual consiste en
las comunidades de hongos que establecen asociaciones con el tomate nativo Solanum
pimpinellifolium y con el tomate domesticado Solanum lycopersicum cv. Moneymaker.
Técnicas moleculares fueron utilizadas para la secuenciacion del gen ITS en muestras de la
rizosfera de ambos tomates; para subsecuentemente, analizar el microbioma de los tomates que
crecieron en suelo natural y agricola en las localidades de Cayambe y Loja, usando una serie
de herramientas bioinformaticas. Contrario a lo planteado en la hipétesis, la diferencia de
composicion de hongos en los suelos no fue influenciada por el tipo de tomate, pero si por su
composicion microbial inicial.  Las diferencias fueron explicadas por las familias
Chaetomiaceae,  Stachybotryaceae,  Ascobolaceae,  Nectriaceae,  Aspergillaceae,
Pleosporaceae y grupos no identificados. Sin embargo, fue un desafio determinar la identidad
exacta de los ASVs, dado que en la actualidad existen pocos estudios sobre la microbiota de la
rizosfera de suelos de Ecuador; y mucho menos, sobre la comunidad fangica de esta region.
Palabras clave: Rizosfera, tomate, ITS, micobioma, Solanum pimpinellifolium, Solanum

lycopersicum, Andes ecuatorianos



ABSTRACT

The tomato is a plant of great commercial importance, which has many important relationships
with the microorganisms of the rhizosphere. However, little is known about the organisms that
establish these relationships, even more when they are part of the Fungi kingdom or the kind
of changes which may have occurred with respect to these communities during the
domestication process. This process eventually resulted in the change of wild ancestral plants
with great microbial root diversity and a high resistance to biotic and abiotic stress, towards
modern cultivars which are less resistant compared to their wild relatives, and it is hypothesized
that the composition of their beneficial rhizosphere microbiota has been changed for modern
tomato cultivars. The present study aims to investigate at the molecular level the taxonomic
and functional diversity of the root mycobiome, which consists of the fungal communities that
establish associations with the native tomato Solanum pimpinellifolium and the domesticated,
modern tomato variety Solanum lycopersicum cv. Moneymaker. Molecular techniques were
used to sequence the ITS amplicon in rhizosphere samples of both tomatoes, to subsequently
analyze to mycobiome of tomatoes grown in natural and agricultural soils from Cayambe and
Loja, using a series of bioinformatic tools.

Contrary to our hypothesis, differences in the fungal composition of the soils was not
influenced by the type of tomato, but by the initial microbial composition of the soils. The
differences were explained by fungal families Chaetomiaceae, Stachybotryaceae,
Ascobolaceae, Nectriaceae, Aspergillaceae, Pleosporaceae, and unidentified groups.
However, it has proven a challenge to determine all identified ASVs, as public molecular

databases contain little information regarding fungal species present in Ecuadorian soils.

Key words: Rhizosphere, ITS, tomato, mycobiome, Solanum pimpinellifolium, Solanum

lycopersicum, Ecuadorian Andes
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1. INTRODUCCION
1.1.  Generalidades del tomate

El tomate moderno, o Solanum lycopersicum cv. Moneymaker es una planta
perteneciente a la familia de las Solanaceas, grupo que se estima contiene mas de 3.000
especies (Gerszberg et al., 2015). Se cree que es originaria de la region Andina, desde los Andes
Colombianos hasta Chile, donde aln se puede encontrar parientes silvestres (Sanchez, 2017).
Ejemplos de éstos en el continente ecuatoriano son S. neorickii, S. habrochaites y S.
pimpinellifolium, siendo el Gltimo espécimen mencionado el mas cercana al tomate moderno;
mientras que en la region insular se tiene S. cheesmaniae y S. galapagense (Palacio, et al,
2016). El tomate suele estar distribuido por todas las regiones tropicales y subtropicales del
pais, aun cuando se cree que su territorio originario es cerca de la provincia de Loja, region con
un con clima subtropical-seco. (Dascon, 2018). Clima que se diferencia al encontrado en
Cayambe, que se caracteriza por tener regiones boscosas, donde actualmente se existe una gran
cantidad de actividades agricolas (Chanco, 2020).

En general, el tomate es de gran importancia econémica para Ecuador, con una
produccion anual que se estima es de 31,591 ton en un area de cosecha de 1,401 ha (FAOSTAT,
2019). De igual manera, el tomate es el segundo cultivo de hortalizas mas importante a nivel
mundial, luego de la papa (Hadidi et al, 2017). Esto se debe a que esta planta fue domesticada
de tal forma que se volvid en un cultivo de distribucion mundial (Sanchez, 2017). Ademas, se
le conoce por tener propiedades beneficiosas para el ser humano ya que contiene licopeno, b-
caroteno, flavonoides y vitamina C, asi como derivados del &cido hidroxicinamico (Gerszberg
et al., 2015). Del mismo modo, tiene un gran uso alimenticio en sopas, salsas, jugos y
concentrados en polvo (Gerszberg et al., 2015).

Sin embargo, con su gran distribucion y produccién por todo el mundo, también se

ampliaron los microorganismos que interactuaban con esta planta. Por una parte, se aumentaron
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las relaciones benéficas como con los hongos formadores de micorrizas arbustales (Carrillo et
al., 2014). Pero al mismo tiempo, se aumentaron la cantidad de enfermedades que le pueden
afectar, tales como: Botrytis cinérea, Oidium sp., Phytophthora infestans, Erwinia sp. y
Pseudomonas sp. (Jaramillo, 2015). Lo que puede incrementar el costo de produccién en un
20% para su remediacién (INIAP, 2008).
1.2.  Microbioma vegetal

El microbioma constituye uno de los recursos de mayor importancia que tienen los
organismos para asegurar su correcto desarrollo y proteccion (Cordovez et al., 2019). Este esta
formado por un conjunto de microorganismo que residen en un entorno particular, ayudando a
los organismos cercanos a realizar una gran cantidad de funciones de soporte vital (Pérez-
Jaramillo et al., 2018). En el caso de las plantas, su microbioma vegetal les ayuda a
desarrollarse y mantenerse sanas (Turner et al., 2013).

El microbioma de un organismo vegetal esta constituido de diferentes componentes.
Los cuales varian su composicion de acuerdo con la etapa de desarrollo del organismo y el tipo
de tejido que es estudiado, sea la microbiota de las semillas, las raices y las hojas (Compant et
al., 2019). De estas, el microbioma del suelo constituye uno de los entornos menos estudiados,
aun cuando se le atribuye gran importancia dado a que se encarga de la nutricion, defensa y
salud de la planta (Rivera, 2011). No obstante, el microbioma encontrado para los cultivos no
es siempre el mismo, depende de las condiciones del suelo (humedad, textura, pH y
disponibilidad de nutrientes) al igual que de la planta cultivada (genotipo, estrés y etapa de
desarrollo) (Cordovez et al., 2019).
1.3. Rizosfera

La rizosfera es la zona del suelo de inmediato contacto con las raices de la planta,
constituida por el suelo y los diferentes tipos de tejidos vegetales colonizados por

microorganismos (Chinakwe et al., 2019). Dado a su estrecho contacto con la planta, esta
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region del suelo esta llena de exudados provenientes de las raices, tales como aminoacidos y
azUcares, proporcionando una gran fuente de nitrégeno y de carbono (Barraza et al., 2020).
Tornando esta zona del suelo en una camara de crecimiento perfecta para una gran cantidad de
diferentes microorganismos (Cordovez et al., 2019). Lo que explica, porque la rizosfera tiene
tanta importancia para el estudio de los componentes del microbioma vegetal, en donde se
busca expandir el conocimiento sobre la distribucion y la abundancia de los microorganismos
asociados a la rizosfera de las plantas (Park et al., 2005).
1.4. Importancia del microbioma de la rizosfera

El estudio del microbioma en la rizosfera nos permite conocer las relaciones benéficas
o0 perjudiciales que puede tener una planta al interactuar con el microbioma del suelo (Rivera,
2011). El tipo de relacién con las que nos encontramos es del tipo de interaccion simbidtica.
Por una parte, el microbioma impulsa las funciones del huésped eucariota al expandir las
capacidades genéticas y metabolicas del organismo vegetal (Lee et al., 2019). Por otra parte,
aumenta las capacidades nutricionales de la planta, permitiendo que ésta absorba nitrato y
solubiliza el fosforo, lo que a su vez permite de forma paralela controlar los patégenos
transmitidos por el suelo (Park et al., 2005). Patdgenos que a su vez son componentes de la
microbiota y en este caso son perjudiciales para la planta (Rivera, 2011)
1.5.  Composicion de microbiomas

En cuanto a la composicion del microbioma de la rizosfera, estudios anteriores han
estimado que entre un 71.2—-74.5 % de ésta corresponde a bacterias, un 5.8-14.4% a hongos y
el porcentaje restante corresponde a otros eucariotas (Dalma et al., 2019). Comparado con la
cantidad de bacterias presentes en la rizosfera, la cantidad de hongos parece insignificante. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el estilo de crecimiento entre estos dos organismos es
muy distinto. En comparacion con las bacterias, los hongos crean micelios, que se extienden

afuera de la rizosfera. Esta expansion de los microorganismos fuera de la zona de exudados
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juega también un rol importante en el desarrollo de la planta porque aporta beneficios de
relevancia para el organismo vegetal. Entre los principales beneficios estan la capacidad de
suprimir patdgenos y de degradar ciertos exudados, tales como sustancias poliméricas
abundantes (celulosa, hemicelulosa, lignina) gracias a la produccion de enzimas extracelulares
(Buée et al., 2009). Sin embargo, aunque se le atribuye a este grupo de organismos una gran
cantidad de capacidades benéficas, en los estudios de microbiomas, por lo general no se les
tienen en cuenta o no se les dan la importancia que merecen en la rizosfera (Lee et al., 2019).
Por lo tanto, se vuelve de gran relevancia el estudio del micobioma, es decir el total de la
poblacion de hongos encontrados en la zona del estudio (Cui et al., 2013).

Por lo tanto, se busca investigar a nivel molecular la diversidad taxondmica y funcional
del micobioma asociado a la raiz de tomate en dos sitios de muestreo distintos, Lojay Cayambe,
con dos tipos distintos de suelos naturales y agricolas, usando al tomate silvestre Solanum
pimpinellifolium y el tomate domesticado Solanum lycopersicum cv. Moneymaker. Se
determinard la diversidad de hongos cultivables y no cultivables asociados mediante la
secuenciacion de la region del amplicon ITS obtenido a partir del total de material genético
extraido de suelo y con ello hacer un andlisis comparativo de la diversidad.

Esta clase de investigaciones se desarrollan para promover el conocimiento de la vida
del suelo, cual sea una parte clave de la vision comun hacia una agricultura mas sostenible,
donde el enfoque sea mejor mantener el balance natural en suelos agricolas, y como resultado
no depender (tanto) de pesticidas quimicas para la proteccion de los cultivos, y utilizar menos

fertilizantes artificiales para nutrir el sistema agricola de produccion.



16

2. METODOS

2.1. Descripcion y colecta de las muestras de rizosferas

Las muestras de rizosfera fueron extraidas de cultivos de tomate nativo (S.
pimpinellifolium) y tomate moderno (S. lycopersicum cv. Moneymaker) en suelos naturales y
agricolas provenientes de las provincias de Pichincha y Loja; los mismos que posteriormente
fueron cultivados dentro del invernadero de la USFQ bajo condiciones controladas (Anexo 1)
(Chanco, 2020). Es importante recalcar que Loja se encuentra dentro del sitio de origen del
tomate, y por esta razon fue seleccionada como suelo nativo de interés. Mientras que Cayambe,
siendo uno de los sitios con mayor produccion agricola al nivel nacional, fue incluido como
sitio control (suelo no-nativo). Los cultivos fueron extraidos del invernadero, se les realizé un
corte en el cuello de la raiz que contenia suelo y se los coloc6 en tubos Falcon de 15 ml, con 4
ml de solucién LifeGuard Soil Preservation (Qiagen USA), para luego almacenarlos a una
temperatura de -20°C, previniendo la desnaturalizacion del material genético (Chanco, 2020).
Se hizo el mismo procedimiento de conservacion con suelo testigo sin cultivo de cada sitio y
tipo de suelo. Se obtuvo un total de 80 muestras (Anexo 2).
2.2.  Extraccion de ADN de las rizosferas

El ADN se extrajo por lisis mecanica, junto al empleo del método de purificacion del
ADN con columnas/filtros del kit DNeasy PowerSoil (Qiagen, USA), a partir de 0.05 g de
suelo (Chanco, 2020). Al seleccionar este kit, se asegura mayor obtencion de ADN de alta
calidad purificado. Para medir la cantidad de material genético en las muestras, se usé el equipo
Nanovue spectrophotometer (Chanco, 2020).
2.3.  Secuenciacion del material genético del micobioma

Para la secuenciacion del ADN rizosférico, se utilizo el marcador molecular ITS (regiones

ITS 1y 2) con el fin de identificar y caracterizar las comunidades de hongos. La secuenciacion
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se realizd por la empresa Baseclear, usando la plataforma MiSeq Illumina (Leiden, Paises

Bajos). De la secuenciacidn, se generaron archivos FASTQ (*.filt.fastg.gz).

2.4.  Analisis bioinformatico de secuencias de los micobiomas de las rizosferas de
tomates nativos y modernos

Para el analisis bioinformatico en QIIME2 se us6 la programacién en los tutoriales
“Moving Pictures” y “Differential abundance analysis with gneiss”.

2.4.1. Preparacion de las secuencias y analisis de calidad.

Para el andlisis de calidad de las secuencias se comenzd con la verificacion de la
Metada con KEEMEI en Excel. Mientras que los archivos FASTQ con datos crudos pasaron
en QIIME2 por un proceso de demultiplexar, seguido de un denoising por DADA2, para
verificar la calidad, con valores limites de la secuencia forward de 0 a 280 y de la secuencia
reverse de 0 a 260. Asi mismo, se realizé un filtrado de los datos obtenidos de las muestras
para solo analizar secuencias de hongos para el estudio (solo taxon fungi), asegurando la
obtencidn de los organismos de interés del micobioma. Finalizado el paso, se exploro los datos
resultantes con la opcion FeatureTable y los resimenes de FeatureData.

2.4.2. Andlisis de diversidad.

Se comenz6 con la determinacion de la riqueza de las muestras con el analisis del
grafico de enrarecimiento alfa junto con el gréafico de visualizacion. Para la utilizacion de las
variadas métricas de diversidad filogenética que Qiime2 permite realizar, se requirio alinear
las secuencias para la construccion de un arbol filogenético enraizado que relacione las
caracteristicas entre si. Para ello, se estableci6 una profundidad de muestreo uniforme de 866
frecuencia por muestra. Se realiz6 un analisis de alfa diversidad con los pardmetros de sitio,
tipo de suelo y tipo de tomate usando los indices Faith, Evenness y Shannon. Mientras que para
la beta diversidad, se analizé con los indices Unweighted Unifrac, Weighted Unifrac, Bray

Curtis y Jaccard.
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2.4.3. Andlisis taxonomico.

Para el estudio de la composicion taxonémica se asigné una taxonomia a las secuencias
de muestreo del artefacto FeatureData usando un clasificador para ITS previamente entrenado
con BLAST+ consensus taxonomy classifier (Camacho et al., 2009). Al aplicar este clasificador
a las secuencias, se generd una visualizacion del mapeo resultante en la secuenciacion de la
taxonomia desde los niveles de filo hasta familia.

2.4.4. Abundancia diferencial.

Para el estudio de abundancia diferencial se implementd6 ANCOM, con el fin de
identificar las caracteristicas que son diferencialmente abundantes en los grupos de muestra
por sitio, tipo de suelo y tipo de tomate. Con ello se obtuvo Volcanos plots que fueron
analizados.

2.4.5. Agrupacion de gradientes.

Para la agrupacion de gradientes, se cre6 un arbol basado en una categoria de metadatos
numéricos. Con la agrupacion de gradientes, se pudo juntar taxones que se encontraban en
rangos similares de una categoria al nivel de familias. Con ello se cre6 varios arboles de
jerarquia utilizando la categoria de metadatos sitio, tipo de suelo y tipo de tomate con lo que
se obtuvo un total de 3 mapas de calor de dendrograma que se analizaron.

Asi mismo se realizé varios diagramas de proporciones en donde se buscé identificar
los taxones que podrian explicar las diferencias entre los grupos de Cayambe y Loja, al igual
que entre suelo natural y agricola. De igual forma, se realiz6 el mismo diagrama con los suelos
sembrados con semillas de tomate moderno Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y con el
tomate nativo S. pimpinellifolium. No se tom6 en cuenta el suelo sin tomate, dado a que el
objetivo era identificar si es que diferentes tipos de tomate, tiene diferentes tipos de

micobiomas.
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3. RESULTADOS

3.1.  Andlisis de calidad de las secuencias de rizosfera de tomate

El primer parametro que se evalud con respecto a las muestras, luego de demultiplexar
y denoising, fue la calidad de las muestras y ASVs obtenidos de la secuencia de la rizosfera del
tomate antes y después del filtrado para solo conservar organismos del Reino Fungi. En la
Tabla 1 se evidencio las caracteristicas estadisticas de las muestras donde se identifico 6674
ASVs antes y 3419 ASVs después del filtrado. Estas se presentaron con una frecuencia
promedio de 47315.82 y 32121.85 para las muestras, respectivamente, ademas de 567.2 y
751.61 para los ASVs. Dando un total de frecuencia 3785266 ASVs, antes del filtrado, y de
25697.5 ASVs de solo el Reino Fungi luego del filtrado.
3.2.  Andlisis de diversidad

En el Anexo 3 se muestra el enrarecimiento alfa junto con la profundidad de muestreo
donde parece que con el indice Shannon todas las curvas parecen "nivelarse" (es decir,
aproximarse a una pendiente de cero) a cerca de la profundidad de 2500 de muestreo a lo largo
del eje X, ademas de que en todas las tablas de visualizacion se ve que el nimero de muestras
comienza a bajar a partir de las 15000 secuencias de profundidad. Debido a la profundidad de
muestreo uniforme seleccionada, los andlisis de diversidad se realizaron con 79 muestras (de
las 80 muestras originales). En la Tabla 2, se observan los valores H, F y p de los anélisis alfa
y beta diversidad realizados. En cuanto a la diversidad alfa, se estudié 3 indices, Evenness,
Faith y Shannon, para los sitios, el tipo de suelo y el tipo de tomate plantado. Con ello se
identificd una alta igualdad de homogeneidad existente en las abundancias relativas de las
especies en los diferentes suelos y tipos de tomates plantados, pero no entre diferentes sitios
(p=5.38x101! y H=43.03). Asi mismo se vio que habia una diferencia en la diversidad
filogenética en los diferentes sitios y tipos de suelos (con p=0.00005 y p=2.28x10® junto con

valores H de 20.8 y 31.24 respectivamente) pero no entre diferentes variedades de tomate. En
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cuanto a la biodiversidad especifica en sitios y tipos de suelo esta fue relevante con valores H
superiores a 5 (42.52 y 10.41) y valores p por debajo de 0.01. No obstante, entre tipos de
tomates plantados en el suelo el valor H fue de 1.95 con un valor p superior 0.01. Con los
indices de la diversidad beta, por su parte, se analiz6 la composicion de las muestras en el
contexto de metadatos categoricos usando PERMANOVA probando si las distancias entre
estas dentro de un grupo son mas similares entre si que a las muestras de los otros grupos. En
la Tabla 2 se encuentran los valores de relevancia de los 4 indices beta analizados para sitio,
tipo de suelo, tipo de tomate y tratamiento. De acuerdo con el indice Bray Curtis, que explica
un 56.16% de la variacién se crearon cuatro grupos observables en la Figura 1 a., existe una
diferencia entre las abundancias de cada especie presente entre sitios y tipos de suelos con
valores p menores a 0.01 y valores F altos (20.09 y 9.28), pero no entre tipos de tomates
cultivado. De igual forma, el indice Jaccard, que explica con 4 grupos la variacién del 36.38%
en la Figura 1 b., muestra que no existe similitud relevante entre sitios y suelos; mientras que,
entre tipos de tomate plantado, si existe esta similitud. Resultados que coincidieron con los
valores p y F obtenidos con los indices Weighted (cantidad) y Unweighted Unifrac (calidad),
los cuales respectivamente explican 53.51% y 39.27% de la variacion (Figuralc.yd.).
3.3.  Andlisis taxonémico

Luego de obtener el arbol filogenético enraizado, se realizd el andlisis taxonomico
desde el nivel de reino hasta especie. Unicamente se analizaron los resultados a nivel de filo y
familia porque fue donde se encontraron los resultados mas relevantes para este estudio.
Ademas, el analisis se centr6 en la comunidad de los hongos, conocido como micobioma, pero
no en el resto de microbioma como se ve en el Anexo 4. La Figura 2 presenta el porcentaje
de filos y familias encontrados en diferentes sitios con suelos distintos y tipos de tomate
cultivados. En la Figura 3.a. se identificaron 15 filos y un conjunto de organismo fungi no

identificados. De estos, el 95.53% de las ASVs del microbioma correspondian a Ascomycota,
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1.95 % a Basidiomycota, 1.37 % a Mortierellomycota y 1.15% de otros filos. No obstante, los
porcentajes entre Cayambe y Loja, en suelos naturales y agricola con diferentes tipos de
tomates parecen variar ligeramente en relacion con los valores dados antes. Por otra parte, en
la parte b de la Figura 3 se identificaron un total de 182 familias y un grupo de hongos no
identificados. Aunque se identificaron muchas familias de hongos, estas estaban presentes en
menos del 1% del total de las muestras, por lo que se juntaron estas familias en un grupo
Illamado otros. Quedando con un total de 14 familias donde se observaba que el 43% eran
Chaetomiaceae, el 14.68% eran Stachybotryaceae, 9.70% eran Ascobolaceae y 6.54% de
Nectriaceae. No obstante, los porcentajes entre los sitios de muestreo, en suelos naturales y
agricolas con diferentes tipos de tomates parecen variar ligeramente en cuanto a los valores
dados antes, asi como los porcentajes comparativos entre los lugares y diferentes tipos de
suelos, pero no entre el tipo de tomate plantado. En Cayambe, tanto en suelos agricolas como
naturales, las familias principales parecian ser Chaetomiaceae, Stachybotryaceae y
Ascobolaceae. Por otro lado, en Loja, en los suelos agricolas se encontraron Chaetomiaceae,
Nectriaceae, Aspergillaceae y Pleoporaceae; mientras que en el suelo natural, las principales
familias presentes fueron una agrupacién de hongos desconocidos, ademés de Chaetomiaceae
y Nectriaceae.
3.4.  Prueba de abundancia diferencial

La Figura 3 visualiza los Volcano plots de los grupos de muestras divididos por sitio,
tipo de suelo y tipo de tomate sembrado en el suelo a nivel de familias. A partir de esta
visualizacion se distingue que hay mas caracteristicas que son diferencialmente abundantes
entre Cayambe y Loja. Le sigue las caracteristicas diferencialmente abundantes por el tipo de
suelo (natural y agricola). Mientras que la que existe menor cantidad de caracteristicas
diferencialmente abundantes entre los diferentes tipos de tomates cultivados, donde solo se

diferencia dos grupos.
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3.5.  Agrupacion de gradientes

A partir de los arboles de jerarquia, obtenidos con la agrupacion de gradientes juntando
taxones que se encontraban en rangos similares de una categoria de metadatos al nivel de
familia, se obtuvieron los mapas de calor de dendrograma, observados en la Figura 4, para los
diferentes sitios, tipos de suelo y tipos de tomates que fueron plantados en el suelo. De manera
general, en los dos lugares se encontraron los mismos grupos, pero lo que varia es la abundancia
de las familias de hongos presentes en cada lugar. Las familias Aspergilliaceae, Pleosporaceae
y Mortierellaceae estaban mas presentes en los suelos naturales de Cayambe que en los suelos
agricolas. Mientras que en el caso de Loja en suelos naturales estaban presentes las familias
Ascobolaceae y Motierellaceae; en tanto que en el suelo agricola estaba mas presente la familia
Pleosporaceae. Sin embargo, las principales diferencias se distinguian entre los suelos nativos
y suelos agricolas de los dos lugares, como es el caso de las familias de Pleosporaceae y
Aspergillaceae que son poco abundantes en los suelos agricolas de Cayambe, pero son
abundantes en los suelos agricolas de Loja. Por otra parte, se identificé gran abundancia del
grupo Stachybotryacea en ambos tipos de suelos de Cayambe; pero este grupo casi no estaba
presente en los suelos de Loja. En la Figura 5 se observan los mismos patrones antes
explicados. Entre los suelos de Cayambe y Loja, existian diferencias con la proporcion de
familias Stachybotryaceae, Ascobolaceae, Aspergillaceae, Nectriaceae, grupos de
Ascomycota no identificados y otros, siendo las dos primeras familias mas abundantes en
Cayambe que en Loja. Entre los suelos de naturales y agricolas existia diferencia entre las
familias Chaetomiaceae, Stachybotryaceae y no identificados, con los dos Gltimos mas
presentes en el suelo natural. Finalmente, entre los tomates de variedad silvestre y moderno,
la diferencia de proporciones fue casi igual entre las dos variedades, sélo se identificd una

minima diferencia con los grupos Stachybotryaceae y Ascoboleaceae.
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4. DISCUSION

Este estudio es uno de los primeros que busca explorar la poblacion de hongos de la
rizosfera asociado al tomate nativo Solanum pimpinellifolium en un suelo nativo como habitat
natural del tomate y en un suelo moderno agricola de la zona de Loja, comparando los
resultados obtenidos con tomates modernos cultivados en suelo no-nativo y agricola de
Cayambe.

Debido a ello, fue importante el llevar a cabo un analisis de calidad de las secuencias
estudiadas para asegurar que los procesos de demultiplexear, denoising mediante DADA2 y
filtrado, que buscaban asegurar que solo ASVs del Reino Fungi estén presentes, no dejaran
pocas muestras con informacion limitada. Con los tres procesos se identificd una disminucion
de cantidad de secuencias y ASVs identificados. No obstante, fue con el filtrado donde hubo
la mayor disminucion, al punto que la cantidad de ASVs disminuy6 a la mitad (Tabla 1).
Debido a esta drastica disminucion fue de vital importancia el determinar la riqueza de
muestras analizando los graficos de rarefaccion de alfa diversidad junto con los graficos de
visualizacion de las tres variables (Anexo 3). En todos los gréficos de rarefaccion, las lineas de
los graficos parecian nivelarse cerca de la profundidad de secuencia de 2500, sugiriendo que
secuencias adicionales mas alla de esa profundidad de muestreo probablemente no resulten en
caracteristicas adicionales. Resultados que fueron verificados por la grafica de visualizacion,
donde se distingue el nimero de muestras que quedan en cada grupo, cuando la tabla de
caracteristicas se enrarece para cada profundidad de muestreo. De esta forma, se verifica que
la informacion del grafico de alfa rarificacion es fiable, que la cantidad de secuencias
recolectadas era suficiente y que no existian errores de secuenciacion (Estaki et al., 2020).

Con todos los indices de diversidad alfa (Figura 1y Tabla 2), se pudo observar un patrén
comun entre las muestras. Existian diferencias entre los ASVs de Loja y Cayambe, ademas de

que dentro de Loja se encontraba los ASVs claramente divididos entre suelo del tipo natural y
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agricola. Observaciones que fueron verificadas por los altos valores H y bajos valores p entre
los diferentes sitios y diferentes tipos de suelos, pero no entre tipos de tomates plantado. En los
sitios, se mostré que existia una alta igualdad (evenness) entre Cayambe y Loja, al igual que
hubo una alta diversidad entre los tipos de suelo y un valor de PD significativo, por lo que los
ASVs identificados entre los dos lugares son lejanos evolutivamente. Entre los tipos de suelos,
el valor de igualdad no fue significativo, pero si tenia un alto valor Faith y Shannon,
evidenciando que, entre los tipos de suelos, los ASVs son evolutivamente lejanos con una gran
riqueza de diversidad. No obstante, entre los tipos de tomates sembrados no todos los
parametros alfa fueron no significativos por lo que no habia igualdad, riqueza de diversidad y
tampoco era lejanos en términos evolutivos. En la diversidad beta, estos patrones se intensifican
aun mas mostrando que existen diferencias significativas entre los suelos de Cayambe y Loja,
entre los suelos del tipo natural y de agricultura, pero no entre variedades de tomates. Esto nos
Ileva a pensar que las diferencias encontradas se deben no al tipo de tomates usados sino a la
composicion de los suelos que influencian el crecimiento de los hongos, la cual diferia entre
las dos regiones y los dos tipos de suelos usados. Un ejemplo de esto es la cantidad de nitrégeno
y potasio encontrado en los dos tipos de suelo de Cayambe comparado con Loja, que puede
tener un papel clave en la composicion de la comunidad de hongos (Chanco, 2020).

Al realizar el analisis de diversidad (Figura 2), contrario a lo que se esperaba, no se
encontrdé mayores diferencias entre las muestras de rizosferas cultivadas con diferentes tipos
de tomates o en el caso del suelo testigo sin siembra de tomate. Se identificé un cambio de la
diversidad entre el tipo de suelo y el sitio de donde éste provenia. Al analizar los filos esta
diferencia, no era fcil de observar entre los sitios de Cayambe y Loja, o incluso entre los suelos
naturales y agricolas. Para todos estos suelos parecia que la mayoria de los ASVs, mas del 95%,
pertenecian al filo Ascomycota. En este grupo se pudieron identificar hongos como:

Plectomycetes, Discomycetes, Pyrenomycetes y Loculoascomycetes, los cuales pueden ser de
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utilidad para la descomposicidn de sustratos organicos y actian como mutualistas, parasitos y
patdgenos de plantas y otros hongos (Schoch et al., 2009). Estos resultados no concuerdan con
una investigacion de la rizosfera de tomate realizada en México donde se encontrd que, aunque
el filo Ascomycota era el mayoritario de la regién, su porcentaje no era superior al 59%
(Cordero-Ramirez et al., 2012). Esta diferencia se podria deber a la época en la cual fueron
recogidas las muestras (noviembre), que es la época seca para las dos regiones y que podria
favorecer la presencia de Ascomycota en la regidn. Por esta razon, antes de la serie de
experimentos en el invernadero de Quito, se empez6 con un tratamiento de reactivacién de la
actividad microbiana del suelo. No obstante, al indagar mas profundamente en la diversidad,
enfocandonos en las familias, se distinguid que existe una diferencia clara en la composicion
del micobioma de la rizosfera estudiada, en especial en Loja. Tanto en los suelos natural y
agricola de los dos sitios, la familia Chaetomiaceae estaba presente. Esto se debe a que este
grupo de hongos tiene el género mas grande de Ascomycetes con mas de 300 especies en todo
el mundo; y por lo general, tienen la capacidad de degradar celulosa y otros materiales
orgénicos usando enzimas liticas (Phong et al., 2016). Mientras que en Cayambe se vio méas
presente a Stachybotryaceae, que es resistente a altas temperaturas, a la alta exposicion a la luz
y que puede desarrollarse en entornos pobres de nutrientes. También en Cayambe se encontrd
Ascobolaceae que tiene una correlacion positiva con la deshidrogenasa del suelo, la invertasa
y la fosfatasa alcalina, dando asi beneficios a las plantas de estos suelos (Oliveira et al., 2020;
Ghani et al., 2019). Las familias de hongos méas presentes en Loja fueron Nectriaceae y
Aspergillaceae, que son beneficiosas en suelos con déficit hidrico dada su alta tolerancia a este
tipo de ambiente y estrés, gracias a la produccion de metabolitos (Fuentes et al., 2020). Otro
grupo que estuvo muy presente en Loja fue Pleosporaceae en suelos agricolas, pero no se pudo

determinar su funcionalidad al igual que en los grupos no identificados (suelos naturales).
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En la Figura 3 se visualiza los tres Volcano Plots de los grupos de muestra por los
parametros de sitio, tipo de suelo y tipo de tomate cultivado en el suelo, al nivel de familias.
Se distingue que existe mayor cantidad de abundancia diferencial entre Cayambe y Loja con
una gran cantidad de grupos los cuales fueron dificiles de identificar. Le sigue los diferentes
tipos de suelo en donde hubo seis grupos diferenciales. Mientras que, entre diferentes tipos de
tomates cultivados, la abundancia diferencial apenas se distingue tres ASVs. Con los mapas de
calor (Figura 4) se distingui6 que entre los dos lugares existe los mismos grupos similares pero
la abundancia de esto es lo que les diferencia. Entre los grupos con los cuales se distinguié esta
diferencia se encuentra Stachybotryaceae, Pleosporaceae y Aspergillaceae. Siendo el primer
grupo que tiene mayor presencia en Cayambe donde plagas del tomate se encuentran, tal como
Stachybotrys microspora o Stachybotrys palmicola (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia
y Monitoreo de Plagas, 2021). Mientras que con Aspergillaceae, mas presente en Loja, como
se explicd antes se encuentra organismos con tolerancia al déficit hidrico (Fuentes et al., 2020).
Finalmente, con la Figura 5 se identifican las proporciones diferenciales méas relevantes como
fue con los anteriores resultados, la mayor diferencia se vio entre las dos ubicaciones seguido
por los tipos de suelos. Mientras que entre tipos de tomates esta diferencia fue casi no visible.
Sin embargo, dado a que en muchos casos no se pudo llegar al nivel de especies, solo hasta
género o familia muy dificilmente se pudo determinar cuales fueron las diferencias entre grupos
y cuales era las distinciones de cada grupo. Esto evidencia, la importancia de tener mas
investigaciones hacia las comunidades de hongos asociados a las raices de los parientes
ancestrales de cultivos de importancia econémica, como los tomates, con el fin de generar mas
conocimiento de la vida del suelo, y posiblemente descubrir el potencial de especies de hongos
benéficos que co-evolucionaron durante la evolucion y especiacion de los tomates silvestres

ancestrales en su centro de origen en la regién Andina en el sur de Ecuador.
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5. CONCLUSIONES

En conclusion, al ser el tomate una planta de gran importancia econémica es de gran
relevancia el poder buscar alternativas al uso de herbicidas y pesticidas para el aumento de
produccion y para la resistencia al dafio abiotico y bidtico. Lo que ha llevado a que se
empiece a investigar sobre el micobioma. En especial, las comunidades de hongos
denominado el micobioma de la rizosfera del tomate nativo, Solanum pimpinellifolium, que
ha mostrado ser mas resistente que su contraparte moderna, Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker.

Contrario a lo planteado en la hipoétesis, la diferencia de composicion de hongos en los
suelos no fue influenciada por el tipo de tomate, pero por su composicion microbiana
inicial. Por ello, se distinguen claras diferencias de composicion de ASVs entre los suelos
provenientes de las localidades de Cayambe con los de Loja, y entre suelos naturales y
suelos agricolas. Estas diferencias fueron dadas por las familias Chaetomiaceae,
Stachybotryaceae, Ascobolaceae, Nectriaceae, Aspergillaceae, Pleosporaceae y grupos no
identificados.

A pesar de que se encontrd que existen diferencias, debido al poco estudio que se tiene
en la actualidad respecto a los suelos de Ecuador y la comunidad flngica, fue complejo el
poder determinar a nivel de las especies. El nivel de mayor analisis que se logro fue el de
familias. Sin embargo, se espera que en el futuro se realicen mas investigacion para poder
caracterizar la funcionalidad de los ASVs identificados en cada una de las muestras

estudiadas.
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Tabla 1: Caracteristicas estadisticas de las muestras totales secuenciadas de la rizosfera

de tomate antes y despues del filtrado

Antes del filtrado Después del filtrado
Cantidad Cantidad
Muestra ASVs Muestra ASVs
Conteo 80 6674 80 3419
Frecuencia Frecuencia
Muestra ASVs Muestra ASVs
Minimo 4252.0 1.0 865.0 2.0
Mediana 48405.0 9.0 31.7 13.0
Méaxima 59369.0 537161.0 55384.0 537161.0
Promedio 47315.8 567.2 32121.9 751.6

Tabla 2: Andlisis de diversidad alfa y beta de las muestras de rizosfera de tomate

Diversidad Alpha Beta

Index Evenness Faith Shannon Bray Curtis Jaccard Weighted Unifrac | Unweighted Unifrac
Test Estadistico H Valor P H ‘ Valor P H Valor P F ‘ Valor P F ‘ Valor P Valor P F Valor P
Sitio 43.03 538 x 10~1* 20.8  0.00005 42.52 6.9 x 1071} 21.93 0.001 17.92 0.001 0.001 20.11 0.001
Tipo de suelo 3.66 0.06 31.24 2.28 x 10~° 10.41 0.001 9.16 0.001 7.71 0.001 0.001 9.03 0.001
Tipos de 2.3 0.32 2.9 0.23 1.95 0.38 0.80 0.62 0.95 0.51 0.22 1.30 0.15
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Figura 1. Emperor plot de Bray Curtis (a), Jaccard (b), Weighted Unifrac (c) y Unweighted

Unifrac para los dos sitios (Loja y Cayambe), dos diferentes tipos de suelos (natural y agricola),

y para el tomate moderno, silvestre, y el control sin tomate.
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Figura 2. Gréficos del porcentaje de filos y familias encontrados en suelos naturales y agricolas

de Cayambe y Loja, cultivados con Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (tomate moderno)

y Solanum pimpinellifolium (tomate silvestre), ademas de suelos testigos sin ningun tomate

sembrado.
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Figura 3.Volcano plots de familias encontrados en suelos naturales y agricolas de Cayambe y
Loja, cultivados con Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (tomate moderno) y Solanum
pimpinellifolium (tomate silvestre), ademas de suelos testigos sin ningun tomate sembrado,

donde las familias significativas estan en azul como true.
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Figura 4. Mapas de calor Dendrograma de sitios, tipos de suelo y tipos de tomates cultivados.
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Figura 5. Gréafico de proporciones de comparacion de familias encontradas en suelos naturales
y agricolas, en suelos de Cayambe y Loja y cultivados con Solanum lycopersicum cv.

Moneymaker (tomate moderno) y Solanum pimpinellifolium (tomate silvestre).
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ANEXOS

ANEXO 1: CONDICIONES DEL CULTIVO
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Condiciones
Luz 12h luz/12h oscuridad
Temperatura >22°C

Tiempo de riego

Cada 1 a 2 dias

Cantidad de agua regada

5-25 ml




ANEXO 2:

DISENO DE LAS MUESTRAS DE RIZOSFERA

Sitio

Tipo de suelo

Tipo de tomate cultivado

Cayambe, Pichincha

Moderno

Moneymaker

S. pimpinellifolium

Sin tomate

Nativo

Moneymaker

S. pimpinellifolium

Sin tomate

Loja, Loja

Moderno

Moneymaker

S. pimpinellifolium

Sin tomate

Nativo

Moneymaker

S. pimpinellifolium

Sin tomate
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ANEXO 3: GRAFICOS DE ENRARECIMIENTO ALFA Y PROFUNDIDAD DE
MUESTREO PARA LOS DIFERENTES SITIOS, TIPOS DE SUELOS Y EL TIPO DE

TOMATE CULTIVADO EN EL SUELO

Descripcion Enrarecimiento alfa Profundidad de muestreo
Sitio Cayambe @ :
Loja

Tipode |Natural

suelo Agricultura [
Tipode (M ()
tomate (P

Sin tomate
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ANEXO 4: COMPOSICION DEL MICOBIOMA DE LA RIZOSFERA DEL TOMATE

SIN FILTRADO

o e Ntura

100% -
75% -
509~
25% -

%

100% -
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c
509% - £
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" ¢ NA " ¢ NA
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g
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* Ed
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Ed
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