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Metagenoma de plantas de melon y sandia cultivadas bajo diferentes manejos y condiciones
geograficas. Efecto sobre la estructura y composicion de las comunidades microbianas
asociadas.
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Resumen

En los ultimos afios, los estudios metagenémicos llevados a cabo en diferentes agroecosistemas
sugieren que los patdgenos, las especies simbiontes, antagonistas, y demas diversidad
microbiana asociada puede evolucionar y ser diferente segin diversas condiciones de manejo,
en gran parte debido a la interaccion y los procesos de reclutamiento de microorganismos
impulsados por la planta huésped. En el caso de las cucurbitaceas, se han publicado algunos
estudios con datos metagenémicos que dan cuenta de los cambios del microbioma asociado al
suelo o la rizosfera tras una variacion en ciertos parametros y/o tipos manejo en los cultivos.
Utilizando esta estrategia, se han analizado la composicion taxonémica y estructura del
microbioma asociado a muestras de suelos (incluyendo rizosferas) de plantas de melén y sandia
prospectadas en campos con diferentes modalidades y condiciones de manejo. Los resultados
mostraron diferencias entre las comunidades microbianas asociadas a los diferentes manejos y
localizaciones, reflejando el efecto de algunas de estas practicas sobre la riqueza y diversidad de
especies, las similitudes existentes entre tipos de manejo, o la caracterizacion del estado
fitosanitario de las diferentes parcelas.

INTRODUCCION

Las comunidades microbianas (procariotas y eucariotas) de los diferentes agroecosistemas soportan y
modulan servicios basicos y esenciales para el funcionamiento de éstos. La abundancia y estructura
poblacional de estas comunidades de microorganismos nos informa de aspectos como el estado
fitosanitario de los diferentes cultivos, la capacidad de resiliencia frente a perturbaciones o la
presencia/ausencia de diversidad microbiana de interés en procesos de movilizacion y fijacion de
nutrientes (Richardson and Simpson, 2011) o de la capacidad del componente vegetal del ecosistema
para hacer frente a estreses bidticos o abidticos (Gaiero et al., 2013). La composicion del microbioma
del suelo en términos de diversidad y funcionalidad genética esta siendo investigada masivamente
desde que las técnicas metagendmicas son mas asequibles. Se estdn poniendo grandes esfuerzos en
describir la comunidad microbiana de los suelos agricolas en funcidon de su localizacion geografica,
las propiedades fisicoquimicas de éstos y las practicas de cultivo y manejo (Berlanas et al., 2019;
Coller et al., 2019). En relacion a esto ultimo, se asume que las practicas de cultivo convencionales y
organicas tienen efectos distintivos en la fertilidad y salud del suelo, modulando y condicionando la
composicion y funcionalidad de las comunidades microbianas (Colautti et al., 2023), que resultan
sensibles a los cambios de manejo que producen efectos diversos como la alteracion de los flujos de
agua y nutrientes en el suelo, el desplazamiento de especies en favor de taxones patogenos, la
reduccion de la cubierta vegetal y sus habitats microbianos asociados, etc. (Gomiero et al., 2011). Para
el caso de las cucurbitdceas no contamos ain con muchos estudios que describan y analicen la
composicion y estructura del componente microbiano de los suelos de cultivo (y sus rizosferas
asociadas) en funcion del tipo de manejo de cultivo practicado. El cultivo de melén, sandia y otras
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cucurbitaceas se desarrolla bajo una amplia variedad de modalidades, desde organico, convencional,
intensivo bajo plastico, en secano, regadio, etc., lo que justifica el interés de este tipo de estudios a la
hora de determinar e inferir aspectos basicos de la dindmica de los suelos en los que estos cultivos se
desarrollan, como pueden ser las actividades metabodlicas del componente microbiano, incluyendo la
movilizacion de nutrientes y la existencia de relaciones simbioticas, el estado fitosanitario de los
agroecosistemas o su potencial para la supresion natural de enfermedades de suelo que afectan estas
especies vegetales. Hasta la fecha, los estudios que relacionan la composicion del microbioma de
zonas de cultivo de cucurbitaceas se han limitado a la diferenciacién en su composicion en relacion
con parametros como la localizacion geografica de las parcelas (Adhikari et al., 2021), el co-cultivo
con otras especies vegetales (Cuartero et al., 2022), o el uso de distintos regimenes de fertilizacion
(Zhang et al.,, 2022). El presente trabajo analiza la composicion taxondémica y funcional del
metagenoma (procariota y eucariota) asociado a muestras de suelo y rizosferas de plantas de melon y
sandia prospectadas en campos con diferentes manejos culturales, condiciones epidemioldgicas o
edafologicas en areas productoras de la Comunidad Valenciana y Aragdn, comparando la composicion
diferencial de los diferentes microbiomas entre localizaciones, para establecer asociaciones de
diversidad entre manejos, definir el componente microbiano basal comun a las dos especies vegetales
estudiadas, o predecir el estado fitosanitario y/o grado de agotamiento microbioldgico de los suelos
analizados.

MATERIAL Y METODOS

Se prospectaron muestras de suelo desnudo y rizosferas (porcion de suelo en contacto directo con el
sistema radicular) de plantas de melon y sandia en 4 zonas de cultivo con distintas condiciones
agroecologicas y de manejo (Tabla 1). En promedio, se recogieron entre 5 y 30 muestras de suelo y
rizosferas de melon y sandia por parcela, mezcladas después en 5 muestras compuestas (pool) por
especie vegetal en cada parcela (10 muestras totales por parcela). De cada pool se conservaron
alicuotas (50 mL aproximadamente) a -80°C hasta su procesado para realizar la posterior extraccion
de ADN. Tras esto, las submuestras fueron tamizadas y deshidratadas en horno seco, seleccionando
finalmente 3 tubos eppendorf de 1,5 microlitros con 400 microgramos de suelo y/o rizosfera cada uno.
Para la extraccion del ADN genomico total de cada muestra se emple6 el kit de extraccion DNeasy
Power Soil PRO-kit® de QIAGEN, siguiendo el protocolo del fabricante con ligeras modificaciones,
cuantificando la concentracion de ADN presente en cada muestra con espectrofotometro de
microvolumen (Nanodrop®). Las reacciones de secuenciacion fueron llevadas a cabo por StabVida
Lda. (Caparica, Portugal) empleando la plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA), caracterizando
la diversidad microbiana en cada muestra mediante la amplificacion selectiva de la region ITS
ribosomal (fragmento ITS2) y las regiones variables V3 y V4 del fragmento 16S ribosémico para los
casos de la diversidad fingica y bacteriana, respectivamente. Los datos de secuencia generados se
procesaron a través de un flujo de trabajo del software Galaxy usando DADA2 (Galaxy Version
1.20+galaxy0) (581-583, doi:10.1038/nmeth.3869). Para la taxonomia de hongos, se utilizo6 la version
8.3 de la version fasta general de la base de datos UNITE [10.15156/BIO/1280089]. En el caso de las
bacterias se utilizo Silva NR99 v138.1 (Yilmaz et al., 2013). El analisis estadistico de los datos se
realizé en Rstudio utilizando el paquete phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). La diversidad a se
cuantificé utilizando cuatro indices métricos (Chao, Shannon, ACE y Simpson). Para el estudio entre
parcelas (diversidad B), se construyeron analisis de coordenadas principales (PCoA) y graficos de
ordenacion de datos OTUs utilizando el programa Phyloseq para R. Se utilizo el paquete DESeq?2 para
detectar OTUs con abundancia diferencial entre filas y parcelas con parametros predeterminados
(prueba de Wald).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados mostraron que la combinacion de los factores geogréaficos y de manejo modelaron la
estructura y composicion de las poblaciones microbianas de los agroecosistemas analizados,
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resultando en general (como cabia esperar) mas diversas y complejas las comunidades bacterianas
frente a las fungicas, y obteniéndose asimismo valores superiores de a-diversidad en el microbioma
asociado a suelos desnudos frente a los obtenidos para el interior radicular tanto en bacterias como en
hongos (Figura 1). Ademads, los andlisis de diversidad comparativa (p-diversidad) mostraron que la
composicion y distribucion de taxones (procariotas y eucariotas) resultd claramente diferenciada
segun el tipo de condiciéon o manejo cultural considerado. El tipo de compartimento analizado
(suelo/rizosfera) modeld la composicion taxondmica de las comunidades microbianas, observandose
por ejemplo para el caso de los hongos (Figura 2), una distribucion diferencial de familias taxondmicas
mas abundantes, en donde las muestras de suelo resultaron mas diversas que aquellas provenientes de
las rizosferas, las cuales estaban dominadas en muchas de las muestras por determinadas especies,
generalmente patogénicas, informando acerca del estado fitosanitario de las plantas de cada parcela.
En este sentido, los patogenos de suelo mas frecuentes fueron diferentes segin la localizacion
analizada, en donde especies termofilas como Monosporascus cannonballus dominaron casi
exclusivamente las lecturas en las rizosferas de las muestras de Carrizales (V), un area de cultivo
organico de meldn en condiciones de alta salinidad y temperatura, mientras que en las parcelas de
Museros (V) y Torres de Berrellén (Z) los patégenos mas abundantes pertenecian en ambos casos a
taxones de la familia Plectosphaerellaceae, diferenciandose del resto claramente los suelos en
ecologico de Alagén (Z) por la abundancia de taxones de la familia Nectriaceae (géneros tipo
Fusarium). Al comparar la composicion del metagenoma fungico rizosférico entre localidades (datos
no mostrados), se observéd un cierto grado de solapamiento entre las comunidades de las parcelas
cultivadas en ecolégico (Carrizales y Alagon) pese a las diferencias edafoldgicas y bioclimaticas
existentes entre ambas. En el caso de las comunidades bacterianas, estas resultaron muy diversas en
términos de su composicion taxondmica en las muestras de suelo desnudo, sin detectarse una clara
dominancia de ningun grupo taxondmico en especial, frente a lo observado en los andlisis de las
muestras rizosféricas, donde se observo una mayor frecuencia de aparicion de OTUs pertenecientes a
grupos especificamente asociados a fendémenos de simbiosis como los Rhizobiales, aunque de forma
desigual, resultando este tipo de bacterias mas abundantes en la parcela en régimen de cultivo
ecologico (Alagén). En conclusion, la diversidad microbiana diferia significativamente entre
localidades, aunque a resultas del tipo de manejo algunas de ellas contenian un alto porcentaje de
elementos comunes (como en el caso de las poblaciones rizosféricas de hongos de las dos parcelas
manejadas en organico). A consecuencia probablemente de lo anterior, la diversidad encontrada en
explotaciones bajo manejo convencional resultd ligeramente inferior en comparacion con el resto.
Finalmente, las condiciones edafoclimaticas, los genotipos vegetales empleados o la modalidad de
cultivo modelaron claramente el estado fitosanitario de los suelos analizados.
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Tabla 1.- Muestras empleadas en el analisis metagendmico. Se indican los codigos de muestra, la
procedencia y especificidades de manejo junto con el tipo de material.

CODIGO PROCENDENCIA MUESTRA TIPO
MUESTRA MUESTRA
S-1-S-10 Museros (Valencia) (suelo en area horticola periurbana) (Parcela | Suelo

con cultivo previo convencional de cucurbitaceas / sin cubierta | desnudo
vegetal / no rotacion previa/ fertilizacion inorganica)
S-11 - S-20 Torres Berrellén (Zaragoza) (suelo en llanura aluvial) (Parcela sin | Suelo

cultivo previo de cucurbitaceas / barbecho / aporte de materia | desnudo
orgénica)
S-21-S-30 Alagén (Zaragoza) (suelo en llanura aluvial) (Parcela con cultivo | Suelo

ecologico / aporte de materia organica / sin rotaciéon previa / | desnudo
cubierta vegetal)
S-31 - S-40 Carrizales (Valencia) (suelo en humedal salino) (Parcela en suelo | Suelo

salino y cultivo ecologico / cultivo anterior de alfalfa / no cubierta | desnudo
vegetal / aporte materia organica)

R-1-R-10 Museros (Valencia) (suelo en area horticola periurbana) (Parcela | Rizosfera
con cultivo previo convencional de cucurbitaceas / sin cubierta
vegetal /no rotacion previa/ fertilizacién inorgénica)

R-11 - R-20 | Torres Berrellén (Zaragoza) (suelo en llanura aluvial) (Parcela sin | Rizosfera
cultivo previo de cucurbitaceas / barbecho / aporte de materia
orgénica)

R-21-R-30 | Alagdn (Zaragoza) (suelo en llanura aluvial) (Parcela con cultivo | Rizosfera
ecologico / aporte de materia organica / sin rotacion previa /
cubierta vegetal)

R-31-R-40 | Carrizales (Valencia) (suelo en humedal salino) (Parcela en suelo | Rizosfera
salino y cultivo ecologico / cultivo anterior de alfalfa / no cubierta
vegetal / aporte materia orgédnica)
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Figura 1.- Indices de diversidad de comunidades fingicas asociadas a suelo desnudo
rizosferas (dcha.) en diferentes localizaciones y tipos de manejo
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2.- Histograma de barras compuestas mostrando las familias de hongos mas abundantes presentes en
las parcelas muestreadas agrupadas por localizacion geografica.
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