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RESUMEN

El tomate es una de las principales hortalizas comercializadas y consumidas a nivel mundial.
Numerosos estudios se han realizado para identificar poblaciones bacterianas asociadas a las
plantas de tomate para desarrollar técnicas agricolas mas sustentables y mejorar el
desempefio de las plantas. Basados en esta premisa, el objetivo del presente trabajo fue
identificar la microbiota central de sustratos, raices y frutos de tomate, asi como las
diferencias en la diversidad y abundancia relativa de las poblaciones bacterianas asociadas a
plantas de tomate cultivadas en sistemas hidroponicos bajo fertilizacion organica y
convencional. En el presente estudio se identifico que Proteobacteria es el filo més abundante
(abundancia relativa >50%, P < 0.05) y que Bacillaceae, Microbacteriaceae,
Nocardioidaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae y Sphingomonadaceae
constituyen la microbiota central de la planta de tomate. De forma general, se observo la
reduccion (P < 0.05) de Hyphomicrobiaceae en sustratos, raices y frutos de la fertilizacion
organica, comparada con la convencional. La reduccion (P < 0.05) en el crecimiento de la
planta y el nimero de racimos cosechados en el sistema organico, comparado con el
convencional, se asoci6 a un aumento de Flavobacteriaceae y a una reduccion en
Bradyrhizobiaceae, Caulobacteraceae, Chitinophagaceae Erythrobacteraceae,
Nocardioidaceae y Streptomycetaceae. También se observé que la disminucién (P < 0.05)
en el color y la firmeza del tomate organico, comparado con el convencional, esta asociada a
unaumento (P < 0.05) de Enterobacteriaceae; ademas se identificd que este grupo bacteriano
puede ser un potencial marcador microbiologico para analizar la calidad y vida de anaquel
del fruto de tomate. Interesantemente, el presente trabajo revelo que los tejidos de la planta
de tomate son un nicho ecologico para la colonizacion y replicacion de Enterobacteriaceae,
resaltando el potencial papel que podria jugar este tipo de cultivo en la propagacion y
replicacion de patdgenos intestinales que amenazan la salud humana. En conjunto, los
resultados del presente trabajo representan informacién fundamental para el estudio y
desarrollo de estrategias biotecnoldgicas para mejorar la productividad y calidad del cultivo
de tomate.

Palabras clave: microbiota, organico, poscosecha, tomate, vida de anaquel
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ABSTRACT

Tomato fruits are one of the most commercialized and consumed vegetables worldwide.
Recent studies have focused on the identification of bacterial populations associated with
tomato plants in order to develop more sustainable agriculture techniques and to improve
plant performance. Based on this premise, the aim of the present work was to identify core
microbiota of substrates, roots, and fruits from tomato plants, and to stablish differences in
the relative abundance and diversity of bacterial populations associated with tomato plants
cultivated under hydroponic systems with conventional and organic fertilization regimes.
The present work revealed that Proteobacteria was the most abundant phylum (relative
abundance >50%, P < 0.05) in substrate, root, and fruit samples; also, that members of
Bacillaceae, Microbacteriaceae, Nocardioidaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae
and Sphingomonadaceae are major components of tomato plants core microbiota. Overall,
there was a reduction (P < 0.05) of Hyphomicrobiaceae in substrate, root, and fruit samples
from the organic system, compared with the conventional. The reduction (P < 0.05) of plant
growth and number of clusters harvested from plants cultivated under the organic fertilization
regime, compared to conventional, was associated with an increase of Flavobacteriaceae as
well as a reduction of Bradyrhizobiaceae, Caulobacteraceae, Chitinophagaceae,
Erythrobacteraceae, Nocardioidaceae and Streptomycetaceae. Also, it was observed that the
reduction (P < 0.05) of color index and firmness in fruits harvested from the organic regime,
compared to conventional, was associated with and increase (P < 0.05) in members of
Enterobacteriaceae. This bacterial group could be a potential bacterial marker for evaluation
of quality and fruit shelf life. Interestingly, the present work revealed that tomato plant tissues
are suitable niches for Enterobacteriaceae colonization and replication, highlighting the
potential role of this crop in replication and transmission of human enteric pathogens.
Together, these results represent essential information for research and development of
biotechnological strategies in order to improve tomato plants productivity as well as fruit
quality.

Keywords: core microbiota, organic, postharvest, shelf life, tomato.
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I. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda hortaliza més cultivada en el mundo;
anualmente se producen ~182 millones de toneladas de frutos de tomate (Quinet et al., 2019).
En México, el tomate es la hortaliza de mayor produccion; y se estima que en promedio se
cosechan ~3.5 millones de toneladas anualmente (SIAP, 2020), de los cuales, ~20% se
produce en cultivos hidropdnicos, ya sea bajo sistemas de cultivo convencional u organico
(AMHPAC, 2018).

Los sistemas de produccién organicos, a diferencia de los convencionales, no permiten el uso
de fertilizantes, pesticidas, ni herbicidas quimicos sintéticos (Araujo & Telhado, 2015); con
esto, se busca disminuir la cantidad de residuos contaminantes en agua y suelo, que afectan
la salud de los consumidores (Araujo & Telhado, 2015). A nivel mundial la produccion de
tomates organicos se ha triplicado en la Gltima década (Araujo & Telhado, 2015), y en
México, la produccion anual promedio de tomates organicos es de ~17 mil toneladas

(CEDRSSA, 2015); colocandose como la hortaliza organica de mayor produccion en el pais.

El aumento en la demanda y produccion de tomates organicos se debe principalmente a la
exigencia de los consumidores por adquirir alimentos mas saludables y sustentables (Araujo
& Telhado, 2015). Sin embargo, algunos reportes indican que el sistema de produccion de
tomate organico tiene de 16% a 60% menor rendimiento que el sistema de produccion
convencional (Clark et al., 1999; Mubarok et al., 2019; Riahi et al., 2009; Ronga et al., 2015).
Ademas, algunos reportes revelan que los frutos producidos bajo los sistemas convencionales
y organicos poseen un valor nutricional comparable; por ejemplo, niveles de B-caroteno,
licopeno, &cido ascorbico y compuestos fendlicos (Juroszek et al., 2009; Kapoulas et al.,
2011; Pieper & Barrett, 2009).

Algunos autores sugieren que las diferencias en los rendimientos y la fisiologia poscosecha
de tomates cultivados en sistemas convencionales y organicos, podrian deberse a la
diversidad y abundancia de las poblaciones bacterianas en la rizosfera y filosfera de las
plantas (Grunert et al, 2020; Renaut et al, 2019). Por ejemplo, un estudio reciente demostro

que el rendimiento (kg de frutos/m?) es mayor (P < 0.001) en cultivos hidropdnicos con
13



fertilizacion sintética comparado con la fertilizacion organica; dicho efecto estuvo asociado
al incremento en la abundancia de los géneros bacterianos Devosia, Mycoplasma,
Nocardioides y Rhizomicrobium (Grunert et al, 2020). Los autores identificaron que estos
géneros bacterianos son especificos del sistema de cultivo hidropdnico con fertilizacion
sintética (Grunert et al, 2020).

En este contexto, existe limitada evidencia acerca de la contribucion de la microbiota en el
crecimiento de las plantas, rendimiento y calidad poscosecha de frutos de tomate que se
cultivan en sistemas convencionales y organicos. Por estas razones, es necesario identificar
las poblaciones bacterianas que colonizan la rizésfera y filosfera de plantas de tomate,
particularmente en sistemas de produccion comercial. Esta informacion es necesaria para
determinar la asociacion de estas comunidades con el desarrollo de las plantas y la fisiologia

poscosecha de los frutos.

En el presente trabajo se realizaron estudios microbiologicos para determinar la microbiota
bacteriana central (core microbiota) de plantas y frutos de tomate cultivados en sistemas
hidroponicos; ademas, se evaluaron las diferencias en las poblaciones bacterianas asociadas
a las plantas con fertilizacion convencional y organica. Los datos generados, fueron
empleados para realizar anélisis de asociacion entre la microbiota, el desarrollo de las plantas
y la calidad poscosecha de frutos de tomate. Ademas, se identificaron poblaciones
bacterianas clave en plantas con mejor desempefio y rendimiento; asi como en frutos con

mayor vida de anaquel.

Esta informacion sera un marco de referencia para llevar a cabo estrategias dirigidas a
regulacion de la microbiota en suelo, sustratos, plantas y frutos de tomate, con el objetivo de
aumentar la resistencia a estrés biotico o abidtico en plantas y alargar la vida de anaquel de

los frutos.

14



Il. ANTECEDENTES

I1.1 Estudios de la interaccién planta-microbiota

Desde hace varias decadas, se ha estudiado la simbiosis entre las plantas y su microbiota, la
cual juega un papel importante en el desarrollo y el estado de salud de la planta (Noman et al.,
2021). La diversidad y funcion de la microbiota de la rizosfera, filosfera y endosfera (Fig. 1)
es resultado de la interaccion del sistema planta-microbiota con los factores ambientales
(suelo, clima, disponibilidad de nutrimentos, enfermedades, plagas, entre otros) (Noman et
al, 2021). La composicion y diversidad de microorganismos esta regulada por el sistema
inmunoldgico de las plantas y los compuestos antimicrobianos generados por el mismo
consorcio microbiano; que en conjunto constituyen los mecanismos de defensa de la planta
(Berendsen et al., 2012). Estos mecanismos de defensa permiten alcanzar el fitness (“mayor
adaptabilidad”) de la planta y su microbiota (Noman et al., 2021; Vandenkoornhuyse et al.,
2015).

Filosfera —
& —— Endosfera

Figura 1. Las plantas y su microbiota. Microbiota del suelo, de la rizésfera (asociadas a la
raiz), de la filésfera (asociada a la parte aérea de la planta) y de la enddsfera (asociadas a
tejidos internos). Adaptado de: Noman et al, 2021.
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Uno de los ejemplos méas representativos de este proceso biolégico fue documentado
recientemente con plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Bajo condiciones de
invernadero, se demostro que la resistencia a la sequia era conferida por bacterias asociadas
a la microbiota de la rizésfera, estas poblaciones estan reguladas por el genotipo de la planta
y pueden ser transferidas a la progenie (Gaete et al., 2021). Ademas, se han identificado
poblaciones fungicas y bacterianas en la rizésfera de sorgo (Sorghum bicolor) y trigo
(Triticum aestivum), que estadn asociadas a la resistencia de las plantas contra las altas

temperaturas y estrés hidrico, respectivamente (Chakraborty et al., 2013; Wipf et al., 2021).

Ademas, recientes estudios han documentado que la inoculacién de bacterias promotoras del
crecimiento de plantas (BPCP), estimulan la respuesta inmune de las plantas que estan
sometidas a altos niveles de estrés ambiental, nutricional o por fitopatdgenos; se han
identificado como BPCP a miembros de las familias Bacillaceae, Paenibacillaceae,
Pseudomonadaceae y Rhizobiaceae en cultivos de soya (Glycine max), trigo (T. aestivum),
cebada (Hordeum vulgare) y tomate (S. lycopersicum L.) (Abdelaal et al., 2021; Katsenios
et al., 2021).

Por otra parte, se han identificado poblaciones bacterianas diazotréficas y reguladoras de la
hormona etileno como parte de la microbiota de plantas de tomate; estos grupos bacterianos
poseen el repertorio genético para sintetizar enzimas nitrogenasas (genes nif) y ACC-
desaminasas (genes acdS) asociadas al proceso de fijacion de nitrogeno y a la regulacion de
los niveles de etileno, respectivamente (de Souza et al., 2015). Las bacterias asociadas a estas
funciones son miembros de las familias Bacillaceae, Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae,

y Pseudomonadaceae (de Souza et al., 2015; Katsenios et al., 2021)

En conjunto, estos datos sugieren que a través de la regulacion de la microbiota es posible
regular procesos fisiologicos de plantas y frutos; sin embargo, hasta este momento existe
escasa evidencia de la influencia de los sistemas de fertilizacion sobre la diversidad

microbiana en cultivos de interés comercial.
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1.2 La planta de tomate (Solanum lycopersicum L.) como modelo de estudio de las

interacciones planta-microbiota

El estudio de las interacciones planta-microbiota ha generado gran interés en los Gltimos
afios, debido a que recientemente se han identificado poblaciones microbianas que estimulan
el crecimiento y resistencia a fitopatdgenos de plantas y frutos de interés comercial (Grunert
et al., 2019). En este contexto, estudios recientes se han enfocado en identificar la diversidad
microbiana de la rizésfera y filosfera de plantas y frutos de tomate debido a su alto valor
comercial (Cheng et al., 2020).

La planta de tomate (Solanum lycopersicum L.) ha sido utilizada ampliamente como modelo
biologico en investigaciones para analisis bioquimico y molecular de procesos fisiologicos
como la maduracion, senescencia, y para el estudio de las interacciones planta-patogeno
(Arie et al., 2007; Giovannoni, 2001; Takahashi et al., 2004). Las principales ventajas de
emplear la planta de tomate como modelo bioldgico son su rapido desarrollo (~100 dias a
20°C), facil crecimiento a campo abierto o en invernadero, en suelo y sustratos o en ausencia

de los mismos (aeroponia) (Arie et al., 2007).

La planta de tomate posee caracteristicas fenotipicas y fisiologicas que otros modelos
biologicos como Arabidopsis o la planta de arroz (Oryza sativa) no tienen. Por ejemplo, la
planta de tomate posee hojas compuestas, tiene crecimiento simpodial y produce frutos que
se comercializan a mundialmente (Kimura & Sinha, 2008). Ademas, el tomate pertenece a la
familia Solanaceae, de la cual también forman parte otros cultivos de relevancia comercial
como la papa (Solanum tuberosum), el pimiento (Capsicum annuum), la berenjena (Solanum
melongena) y el tabaco (Nicotiana tabacum); por lo tanto, los resultados obtenidos de los
estudios con plantas de tomate, podrian ser extrapolados a dichos cultivos (Kimura & Sinha,
2008).

Actualmente existe suficiente informacion bioldgica y genética de esta planta, lo cual resalta
su importancia como modelo biolégico en el estudio de mecanismos moleculares de
interaccién planta-microbiota (Piquerez et al., 2014). Debido a su importancia econémica y

comercial, asi como a la gran cantidad de marcadores genéticos identificados y asociados a
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respuestas fitopatoldgicas, la planta del tomate es un excelente modelo para estudiar las
interacciones quimicas y moleculares del sistema planta-microbiota (Runge et al., 2022). En
este contexto, existe evidencia de que las plantas de tomate seleccionan su microbiota
mediante la produccién y secrecion de exudados en las raices, hojas y frutos, los cuales estan
compuestos por acidos grasos, azucares, aminodacidos, acidos fendlicos y compuestos
antimicrobianos (Escobar-Rodriguez et al., 2021; Runge et al., 2022). Por estas razones, es
fundamental identificar los factores que regulan la colonizacion bacteriana, asi como su

permanencia en el hospedante.

11.3 Microbiota central de plantas y frutos de tomate

La interaccion de los exudados en la rizosfera y filosfera da como resultado la seleccion de
poblaciones microbianas que se conservan entre diversos genotipos y ambientes; a este
conjunto de microorganismos se les denomina microbiota central (Ottesen et al., 2013).
Algunos autores sugieren que las alteraciones de la microbiota central podrian ser un
indicador del estado fisioldégico de la planta y del fruto, principalmente en procesos
infecciosos por fitopatdgenos y colonizacion por patdgenos de interés alimentario (Kwak
et al., 2018; Ottesen et al., 2013).

Para realizar estudios de diversidad microbiana, se emplean técnicas de microbiologia
molecular como la amplificacion y secuenciacion masiva del gen 16S rRNA, utilizado como
marcador molecular de asignacion taxonémica bacteriana (Edgar, 2018). Mediante el uso de
las técnicas de secuenciacion masiva, diversos estudios han documentado la diversidad
microbiana de la rizosfera y filosfera de plantas de tomate cultivadas en diferentes sistemas
agricolas (Tabla 1). La informacion generada a través de estos estudios revela la presencia
de comunidades bacterianas altamente conservadas en plantas y frutos de tomate, que es
independiente del sistema de cultivo empleado (suelo e hidroponia) y del cultivar; estos
estudios demuestran que miembros del filo Proteobacteria son los mas prevalentes y
abundantes en larizésfera y filésfera de plantas de tomate, seguido de los filos Actinobacteria
y Bacteroidetes (Tabla 1).
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Tabla 1. Estudios de la diversidad bacteriana de plantas de tomate empleando distintos
sistemas de cultivo

Sistema

d . Nicho Cultivar Diversidad bacteriana* Referencia
e cultivo
Filésfera Proteobacteria (>30%), (Escobar-
Hidroponia (frutos) Campari  Firmicutes (5%), Actinobacteria Rodriguez
(5%) y Bacteroidetes (5%) etal., 2021)
Filésfera Proteobacte_ria (79%)_, Firmicutes (Gorrasi
Suelo (frutos) Sun Black (2.1%), Actinobacteria (11.2%) y etal., 2022)
Bacteroidetes (6%) ’
Proteobacteria (28.72%),
Actinobacteria (22.98%),
Suelo Rizo6sfera Zhg(r)lgza Chloroflexi (17.91%), Firmicutes ggig;‘:] etal,
(9.71%), Acidobacteria (7.74%) y
Gemmatimonadetes (5.45%)
Proteobacteria (34.15%),
Suelo Rizosfera Tiancheng Bacteroidetes (16.41%)y g%gg;]g etal,
Acidobacteria (15.23%)
Proteobacteria, Firmicutes, y
Bacteroidetes (90%), (Vargas
Hidroponia Rizosfera Maxifort  Actinobacteria, Planctomycetes,
. . . . etal., 2021)
Verrucomicrobia, Acidobacteria 'y
Gemmatimonadetes (9%)
Proteobacteria (40.63%),
L, Money  Firmicutes (21.76%), Zhang et al.,
Suelo Rizosfera Marker  Actinobacteria (20.3%) y 2022)g

Bacteroidetes (8.7%)

*Abundancia relativa reportada a nivel taxonémico de filo

Trabajos recientes han sugerido que los sistemas de cultivo y fertilizacién podrian provocar
alteraciones de la microbiota central de las plantas, asi como de la fisiologia poscosecha de
frutos de tomate (Anzalone et al., 2022; Escobar-Rodriguez et al., 2021; Grunert et al., 2016;
Zhang et al., 2022); sin embargo, hasta este momento, no hay estudios sistematicos que

corroboren esta informacion.
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I1.4 Disbiosis en rizosfera y filosfera de plantas de tomate ocasionada por factores
bidticos y abioticos

Diversos autores han demostrado que la microbiota asociada a las plantas de tomate puede
alterarse por efecto de estrés hidrico, salino, nutricional y por la presencia de fitopatdgenos
(Gaete et al., 2021; Mehlferber et al., 2022; Schmitz et al., 2022; Zhou et al., 2022). Ademas,
algunos estudios sugieren que los sistemas agricolas intensivos, la rotacion de cultivos y el
tipo de fertilizacion podrian impactar la estructura microbiana del suelo, la rizosfera y la
filosfera de plantas de tomate (Brennan & Acosta-Martinez, 2017; Chen et al., 2022; Song
et al., 2022).

La alteracion de la microbiota central de las plantas y otros organismos superiores, €s un
fendmeno conocido como disbiosis, y estd asociado a cambios en la abundancia y diversidad
de las comunidades bacterianas del suelo, rizosfera y filosfera de plantas (Paasch & He,
2021). Es importante destacar que, hasta el momento, no existen estudios sistematicos que
asocien el tipo de cultivo (organico y convencional) con la fisiologia de las plantas, los
rendimientos de produccion, la calidad microbiologica y vida poscosecha de los frutos. Dicha
informacion es de vital importancia para determinar si los sistemas de agricultura actuales
tienen impacto en la calidad de los frutos durante las etapas de almacenamiento, distribucién

y consumo.

Por estas razones, en la presente tesis Doctoral, se busca asociar la composicion de la
microbiota con la fisiologia y crecimiento de plantas de tomate asi como con el
comportamiento poscosecha de los frutos cosechados en sistemas de produccion organico y
convencional. Ademas, el estudio microbioldgico de las poblaciones que colonizan los frutos
cosechados en ambos sistemas es de vital importancia para determinar su capacidad de
albergar patdgenos entéricos de interés alimentario, y asociarlo con la composicion del

microbioma a través de técnicas cultivo-independientes.
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11.5 Sistemas de produccion de tomate convencional y organico

En los sistemas de agricultura convencional, la principal estrategia para disminuir o controlar
la presencia de fitopatdgenos durante la etapa pre y poscosecha, es el uso de compuestos
quimicos como fungicidas, nematicidas y herbicidas sintéticos (Hahn, 2014). Debido a la alta
toxicidad de estos compuestos y al dafio ocasionado al ambiente, en afios recientes se han
propuesto alternativas méas seguras y sustentables; por ejemplo, el desarrollo de la agricultura
organica, en la que el uso de estos productos quimicos sintéticos no esta permitido (Araujo
& Telhado, 2015).

El Departamento de Agricultura de EE.UU. (USDA, por sus siglas en inglés) define la
produccidén organica como un sistema de produccion ecoldgico, que integra practicas
culturales, biologicas y mecanicas que fomentan el reciclaje de recursos, el equilibrio
ecoldgico y la biodiversidad (Araujo & Telhado, 2015). En los sistemas de produccion
agricola organica esta prohibido el uso de fertilizantes y pesticidas sintéticos, antibidticos y
organismos genéticamente modificados (GMO, por sus siglas en inglés) (Araujo & Telhado,
2015). Este enfoque difiere de los sistemas de produccién convencionales en el remplazo de
pesticidas quimicos sintéticos por estrategias bioldgicas para el manejo de enfermedades (van
Bruggen et al., 2016).

A nivel nacional, la produccion organica de frutas y hortalizas esta regulada por el Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA); los insumos
permitidos en los sistemas de produccion organica estan publicados en la Lista Nacional de
Sustancias Permitidas para la Operacién Organica Agropecuaria. Por otra parte, la
produccién de frutas y hortalizas organicas que son exportadas hacia EE.UU. esta regulada
por el Programa Nacional Organico (NOP, por sus siglas en inglés). Dicha agencia establece
las instrucciones para la certificacion y etiquetado de productos organicos que se
comercializan en EE.UU. y, ademas, publica la lista de sustancias permitidas en estos

sistemas agricolas.
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En la produccion de tomate organico se pueden emplear como fuente de nitrdgeno residuos
solidos o liquidos tratados provenientes de la industria agroalimentaria, compostas, productos
de origen animal o vegetal ricos en proteina, como harinas de pescado y algas. Estos
productos contienen hidrolizados proteicos que son facilmente metabolizados por los
microorganismos presentes en el suelo y en las raices de las plantas; para el control de plagas
y patdgenos se emplean estrategias botanicas (uso de aceites esenciales), acidos organicos
(como &cido peracetico) y controles bioldgicos no sintéticos (van Bruggen et al., 2016). Por
el contrario, los sistemas de produccion convencional se basan en el uso intensivo de
fertilizantes quimicos y plaguicidas. La mayoria de estos fertilizantes nitrogenados son
obtenidos a partir de amoniaco sintético en solucién o utilizado para produccion de sales de
amonio (sulfato de amonio, nitrato de amonio o fosfato de amonio); la fuente de fésforo suele
ser obtenida de la industria quimica como fosfato de calcio y la fuente de potasio como
cloruro y sulfato de potasio (Halbert-Howard et al., 2021).

Por estas razones, y debido a la exigencia de los consumidores por adquirir alimentos méas
saludables y sustentables, se ha observado un incremento en la comercializacion y demanda
de frutas y hortalizas organicas (Vigar et al., 2019). Estudios recientes estiman que a nivel
mundial, la produccion de tomates organicos se ha triplicado durante la Gltima década
(Araujo & Telhado, 2015).

11.6 Sistemas de cultivo hidroponicos empleados en produccion organica y convencional

Se estima que a nivel mundial, ~3.5% de las hortalizas que se producen en invernaderos, se
cultivan en sistemas de produccion agricola sin suelo (soilless, en inglés) , éstos pueden ser
sistemas hidropdnicos con soluciones nutritivas, sistemas hidroponicos flotantes (aeroponia),

o cultivo en sustratos organicos o inorganicos (Maluin et al., 2021) (Fig. 2).

En Canada, EE.UU., y Europa, el 95% de las hortalizas producidas en invernaderos, se
cultivan en sustratos con soluciones ricas en nutrimentos que se suministran en el agua de
riego (Grunert et al., 2016). Se estima que en México, el 70% de los tomates que se producen

en invernaderos se cultivan en sustratos (De Anda & Shear, 2017); la estruvita, fibra de coco,
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lana de roca y perlita, 0 una mezcla de estos, son los materiales mas utilizados para fabricar
los sustratos empleados en la produccion de tomate (Rodriguez-Ortega et al., 2019; Xiong
et al., 2017). Recientemente se ha documentado el uso de estos sustratos en la produccion de

tomates bajo sistemas de cultivo convencionales y organicos (Grunert et al., 2016, 2020).

Cultivo hidropénico Cultivo aeropénico

Atomizador

i W i

Solucion nutritiva Bomba de aire Solucion nutritiva Bomba de aire

Cultivo en sustrato

000000 0.0.0.0.9.0.9.0.9.9.0 0.0.0.0.0.00.¢

Substrato poroso

Figura 2. Sistemas de produccion de hortalizas empleando métodos de cultivo sin suelo.
Adaptado de (Maluin et al., 2021).

Numerosos estudios han demostrado las ventajas del cultivo de tomate en sustratos; por
ejemplo, el incremento en la eficiencia del uso de agua, mejor control en el suministro de
nutrimentos, oxigeno y humedad, asi como la disminucién de la prevalencia de fitopatégenos
y patdgenos entéricos de humanos (Gruda, 2019). Se ha demostrado que el cultivo de tomate
en suelo requiere hasta 4 veces mas cantidad de agua, comparado con el cultivo en sustratos
(Fig. 3). Otra ventaja de utilizar sustratos y soluciones nutritivas en la produccion de tomate
hidroponico, es que se pueden reutilizar para el cultivo de otras hortalizas, como coliflor
(Brassica campestris L.), meldén (Cucumis melo) y pepino (Cucumis sativus) (Gruda, 2019).
En conjunto, estos datos sugieren que los sistemas de cultivo sin suelo son una herramienta
valiosa que contribuye a la produccion intensiva y sustentable de frutos de tomate a nivel

mundial.
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Figura 3. Eficiencia en el uso de agua en cultivo de tomate empleando suelo y sustratos.
Adaptada de (Gruda, 2019). *Sistema de fertirriego sin recirculacion de agua. **Sistema de
fertirriego con recirculacion de agua.

I1.7 Impacto de los sistemas de produccion convencional y organico en el rendimiento
y fisiologia de plantas y frutos de tomate

Recientemente, se ha estimado que la produccion de frutas y hortalizas orgéanicas se ha
incrementado 20% en la Gltima década, y que es el sector alimentario con mayor desarrollo
en paises de Europa y Ameérica del Norte (Willer y Lernoud, 2016). Segun la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA), en la produccion de cultivos organicos no se permite el uso de

fertilizantes o pesticidas quimicos sintéticos (US EPA, 2015).

A pesar de los esfuerzos cientificos y tecnologicos para aumentar la produccion de tomates
organicos, diversos estudios han evidenciado que estos sistemas agricolas tienen de 20% a
60% menor rendimiento que el sistema de produccion convencional (Tabla 2); esto significa
que los sistemas organicos requieren mas recursos para producir la misma cantidad de frutos

que el sistema de cultivo convencional.

Con respecto a la fisiologia de las plantas, se ha demostrado que la altura y el nimero de
flores incrementan en plantas de tomate (cultivares Débora y Santa Clara) cultivadas en

sistema convencional, con respecto al organico (Bettiol et al., 2004). Otro estudio reporta que
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el tamafio y el peso de los tomates producidos convencionalmente es ~40% mayor;

comparado con los frutos organicos (Oliveira et al., 2013).

Tabla 2. Comparacion del rendimiento de frutos de tomate en sistemas de produccion
convencional y organico

Tipo de Convencional Organico

cultivo Cultivar (t/ha) (t/ha) Referencia
Suelo Hypeel 55 a* 34b

Suelo Perfectpeel 58 a 32b Riahi et al., 2009
Suelo Rio Grande 56 a 35b

Suelo PT 4769 64 a 25.1Db Ronga et al., 2015
Suelo Brigade 79 a 62 b Ronga et al., 2021

*Letras distintas indican diferencias significativas entre los sistemas de produccion; analisis estadistico
tomado de las referencias.

Existen datos contradictorios acerca del efecto de la agricultura organica y convencional
sobre la calidad y fisiologia poscosecha de tomates. Por ejemplo, algunos estudios indican
que los frutos organicos contienen mayor concentracion de compuestos antioxidantes como
acidos fenolicos, antocianinas, carotenoides, flavonoides y vitaminas, en comparacion con
los frutos producidos convencionalmente (Oliveira et al.,, 2013; Vinha et al., 2014). Sin
embargo, otros reportes indican que los tomates organicos y convencionales poseen valor
nutricional comparable, por ejemplo, niveles de B-caroteno, licopeno, acido ascorbico y
compuestos fenolicos (Juroszek et al., 2009; Pieper & Barrett, 2009; Riahi et al., 2009). Sin
embargo, estos estudios se han realizado en condiciones de campo abierto empleando suelo
para el cultivo de las plantas. Hasta este momento, existe escasa evidencia de los
rendimientos Yy fisiologia poscosecha de frutos de tomate organicos y convencionales bajo
sistemas de produccion tecnificados, como los sistemas hidropdnicos en invernaderos,
incluyendo el impacto de la fertilizacion convencional y organica sobre las comunidades
bacterianas de la filosfera y rizosfera de plantas de tomate que se cultivan en hidroponia bajo

condiciones comerciales.
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I11. HIPOTESIS

Las plantas y frutos de tomate producidos en sistemas organico y convencional bajo
agricultura protegida poseen diferente diversidad bacteriana, capaz de modificar
diferencialmente el crecimiento de las plantas, la calidad poscosecha, y la vida de anaquel de

los frutos.

IV. OBJETIVO GENERAL
Establecer las diferencias de la diversidad bacteriana en plantas y frutos de tomate producidos
en sistemas organicos y convencional, y determinar su asociacion con el crecimiento de la

planta, la calidad poscosecha y vida de anaquel de los frutos de tomate.
IV. 1 Objetivos especificos

1. Identificar los cambios en la diversidad bacteriana de plantas y frutos de tomate producidas

en cultivos convencionales y organicos durante el ciclo de cultivo.

2. ldentificar la interaccion entre las poblaciones bacterianas y los parametros de crecimiento

de las plantas.

3. Identificar la interaccion entre las poblaciones bacterianas del fruto, la calidad, fisiologia

poscosecha y vida de anaquel.
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V. METODOLOGIA

V.1 Cultivo hidroponico de tomate y sistemas de fertilizacion convencional y orgénico

El desempefio y rendimiento de las plantas, la fisiologia poscosecha de los frutos y las
comunidades bacterianas asociadas a plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Merlice,
De Ruiter Seeds, Paises Bajos) tipo bola, se evaluaron en dos invernaderos hidropdnicos
comerciales, con sistemas de fertilizacion convencional y organico, del Centro de
Investigacion y Capacitacion Koppert Rapel (CEICKOR) (20°42'22.5"N 99°56'27.6"W),
durante el ciclo de produccién 2019-2020. La germinacion de las semillas se llevo a cabo
empleando como medio de cultivo lana de roca comercial; 16 dias después de la germinacion,
las plantulas fueron injertadas sobre la raiz del cultivar “Maxifort” (De Ruiter Seeds, Paises
Bajos). Dos semanas después, las plantulas injertadas fueron trasplantadas en cubos de
sustrato comerciales a base de fibra de coco (dimensiones 110 cm x 20 cm x 12 cm; Galaku
International, NSW, Australia).

Para el suministro de nutrimentos a las plantas en el sistema hidroponico convencional y
organico, se emplearon sistemas de fertirriego; la solucion de riego en el sistema
convencional estuvo compuesta por Ca(NOs): (123 g L), CaCl, (9 g L), Ca-EDTA (2g L
1, KNOs (26 g L), KCI (5 g LY, K2S04 (33 g L), MgSOs (48 g L), KH2PO4 (21 g LY);
ademas de una mezcla de los fertilizantes comerciales: Quelsel Mix (3.5 g L), Newquel Mn
13% (0.14 g L), Newquel Zn 14% (0.405 g L) y Quelsel Fe 6% (1 g L) (Diosol, Mexico).
La solucion de nutrimentos en el sistema organico incluyé CaSO4 (50 g L), MgSOa4 (66 ¢
L) y K2S04 (90 g L™); adicionalmente, se agregd el fertilizante comercial Tierra Fertil 5-7-
1 (55 mL L, Mar y Tierra, México).

Las soluciones de fertilizacion en el sistema convencional y orgéanico se ajustaron para
mantener la concentracion de los siguientes compuestos: Ca (7.3 mmol L?), CI (9 mmol L-
1), K (7 mmol L-1), Mg (2.8 mmol L), NH4 (0.8 mmol L-1), NOs (12.5 mmol L), PO4 (2
mmol L?), and SO42 (3.4 mmol L?); asi como de los micronutrientes: B (90 pmol), Cu (1.3

umol), Fe (44 umol), Mn (13.3 pmol), Mo (1.0 umol) y Zn (9.2 umol). Adicionalmente, se
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suplemento la fertilizacion convencional y organica con los siguientes aditivos comerciales:
AgroClean (Koppert, Paises Bajos), Amifol K (Tradecorp, México), Kumulus (BASF,
México), MildStop (PHC, México), Serenade (Bayer CropScience, Alemania) y System Cu

(Idai Nature, Espaiia), siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

Los nutrimentos y los aditivos empleados en el sistema de produccién orgénico, se
obtuvieron de proveedores registrados en el Organic Material Review Institute (recuperado
de: https://www.omri.org/omri-lists; accesado en abril, 2023), el manejo integrado se llevo a

cabo de acuerdo al National Organic  Program  (recuperado  de:

https://www.ams.usda.gov/sites/default/files/media/Crop%20-%20Guidelines.pdf; accesado

en abril, 2023) de la USDA (United States Department of Agriculture, por sus siglas en
inglés). El invernadero con sistema de produccion de tomate organico hidroponico fue
certificado por CCOF Certification Services, LLC (CA., EE.UU.); dicha empresa se
encuentra enlistada en la Organic Integrity Database de la USDA (recuperado de:

https://organic.ams.usda.gov/integrity/; accesado en abril, 2023). El invernadero con sistema

de produccion convencional de tomate fue certificado por GLOBAL G.A.P.

La temperatura y humedad relativa promedio diurna/nocturna dentro de los invernaderos fue
de ~23/17 °C y ~86/92%, respectivamente. El ciclo de produccion de frutos de tomate abarco

de la semana 1 (primera cosecha) a la semana 36 (ultima cosecha).

V.2 Evaluacion del desempefio y rendimiento de plantas de tomate cultivadas en

sistemas hidropdnicos convencional y organico

Se seleccionaron 10 plantas al azar en invernaderos hidropdnicos con sistema convencional
y organico (n =10, por grupo). A partir de la semana 1 de produccion (primera cosecha), se
registraron las mediciones de crecimiento (cm/semana), diametro del tallo (mm/semana),
largo (cm/semana) y nimero de hojas. Ademas, se evalud el rendimiento semanal de las
plantas de ambos sistemas, expresado como kg de frutos de tomate cosechados por m?. Al
finalizar el ciclo de cultivo, se midié la longitud y el peso fresco de los tallos, desde la corona

hasta la punta mas alta de la planta.
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El anélisis estadistico de los resultados fue realizado con el programa StatView 5.0. Se
empled una prueba t de Student para las comparaciones de medias. El nivel de significancia
establecido fue P < 0.05.

V.3 Evaluacién de la composicién nutricional, fisiologia poscosecha y vida de anaquel

de tomates producidos en sistemas convencional y orgéanico

La calidad y fisiologia poscosecha de tomates convencionales y organicos se evalu6 durante
el almacenamiento de frutos a 12 °C. Los frutos de tomate fueron recolectados en los
invernaderos de CEICKOR. Se cosecharon ~100 racimos de tomate cv. Merlice, de sistemas
de produccién convencional y organico. Este trabajo se realiz6 en colaboracién con la Ing.
Quimico en Alimentos Maria Guadalupe Renddn Ducoing y la metodologia y resultados
fueron publicados en su tesis de Licenciatura (Rendon-Ducoing, 2022). Para este estudio, se
colectaron racimos con frutos en estado de madurez 3 (turning), de acuerdo con el indice de
color de la USDA (recuperado de:
https://www.ams.usda.gov/sites/default/files/media/Tomato_Visual _Aids%5B1%5D.pdf;

accesado en abril, 2023). Los frutos seleccionados de cada sistema de produccion (n = 45,
por grupo) se pesaron individualmente y se almacenaron a 12 °C. La evaluacion de la
composicion nutricional y fisiologia poscosecha se realizé a los dias 0, 4, 8, 12y 16 (n =

9/dia/grupo), de almacenamiento continuo a 12 °C (Renddon-Ducoing, 2022).

Para evaluar la composicién nutricional de tomates convencionales y organicos, se
determinaron el contenido de licopeno y vitamina C. Ambas determinaciones se realizaron
siguiendo la metodologia descrita anteriormente por Rendén-Ducoing, 2022, y se expresaron

en mg de licopeno y mg de vitamina C por cada 100 g de piel de peso fresco, respectivamente.

Para evaluar la fisiologia poscosecha de los tomates convencionales y organicos, se
realizaron determinaciones de color, firmeza y pérdida de peso. Durante el almacenamiento
se realizo la evaluacion de color en tres puntos del diametro ecuatorial de cada fruto, con el
espectrofotometro de reflectancia CM-600d (Konica Minolta, Japon). El valor de a* se

registrd para analizar el cambio de color rojo de los frutos de tomate durante los dias de
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almacenamiento. El porcentaje de pérdida de peso (%PP) se estimd de acuerdo a la siguiente
formula: %PP = [(Wo — Wr) / W] * 100; donde Wy es el peso inicial (dia 0) y Ws es el peso
final del fruto (dia 4, 8, 12 y 16) (Tolesa y Workneh, 2017). La firmeza de los frutos se
determind mediante pruebas de compresion empleando un texturémetro Brookfield CT3
(MA., EE.UU.). Los resultados de firmeza se expresaron en Newtons (N). Las
especificaciones de estas determinaciones se encuentran descritas en la tesis recientemente
publicada (Rendon-Ducoing, 2022).

Los datos obtenidos durante estos procedimientos fueron verificados, colectados y
registrados en hojas de célculo para su andlisis estadistico y posterior uso en analisis de
correlacion. Los datos obtenidos de color, firmeza y porcentaje de pérdida de peso se
sometieron a distintos analisis de coeficientes de correlacidn, como se describe mas adelante.
El andlisis estadistico de los resultados fue realizado con el programa StatView 5.0. Se
empleod una prueba t de Student para las comparaciones de medias. El nivel de significancia
establecido fue P < 0.05.

V.4 Andlisis metagenomico de la diversidad bacteriana asociada a plantas y frutos de

tomate producidos en sistemas hidroponicos convencional y organico

V.4.1 Preparacion de muestras

La diversidad bacteriana de plantas de tomate se evalu6 mediante tres muestreos
independientes. Durante el ciclo de produccién 2019-2020, en las semanas 1, 18 y 36 del
periodo de cosecha, se colectaron muestras de sustratos (n = 12), raices (n = 12) y frutos (n
= 12) en estado de madurez 3 (turning), en el invernadero convencional y organico. Las
muestras de sustrato fueron colectadas a una distancia >1 cm de las raices, como se ha
descrito anteriormente (Grunert et al., 2019, 2020). Las muestras de raices se colectaron a
una distancia ~10 cm del tallo y las particulas de suelo adheridas a las raices se retiraron
(Allard et al., 2016; Grunert et al., 2019; Vargas et al., 2021). Una muestra de frutos estuvo
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constituida por tres tomates en estado de madurez 3, como se describe en la seccion V.3.

Todas las muestras fueron colectadas asépticamente y transportadas al laboratorio (~4 °C).

Las 36 muestras de sustratos, raices y frutos, obtenidas de cada sistema de fertilizacion fueron

procesadas como muestras compuestas (3 muestras individuales = 1 muestra compuesta)

(Tabla 3). Las muestras compuestas (n = 12/nicho/tipo de fertilizacién) fueron sometidas al

proceso de extraccion de ADN total.

Tabla 3. NUumero de muestras colectadas para el andlisis de diversidad bacteriana en
sustratos, raices y frutos de tomate

Semana de
produccion
1 | 18 | 36
Tipo de . Muestras Total de
fertilizacion Nicho compuestas’ muestras
p
Sustratos 4 4 4 12
Convencional Raiz 4 4 4 12
Frutos 4 4 4 12
Sustratos 4 4 4 12
Organico Raiz 4 4 4 12
Frutos 4 4 4 12
Total® 72

'Muestras colectadas de cada sistema de fertilizacion fueron procesadas como muestras compuestas (3 muestras
individuales = 1 muestra compuesta).
2Total de muestras procesadas para secuenciacion masiva del gen 16S rRNA.
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V.4.2 Extraccion y cuantificacion de ADN total

Se obtuvieron un total de 72 muestras para anlisis de la diversidad microbiana (Tabla 3),
las cuales se sometieron al proceso de extraccion de ADN, amplificacion por PCR y
secuenciacion del gen 16S rRNA. Las muestras de sustrato (1.0 g), raiz (1.0 g) y fruto (n = 3)
fueron sometidos a un lavado y masajeado manual por ~1 min con agua destilada estéril (1.0,
1.0, y 3.0 ml, respectivamente) para obtener las poblaciones microbianas asociadas (Allard
et al., 2016, 2020; Ottesen et al., 2013). Los lavados se sometieron a centrifugacién a 8,000
x g durante 1 min y los pellets obtenidos (~250 mg) se sometieron al proceso de extraccion
de ADN con el kit comercial ZymoBIOMICS® DNA Miniprep kit (Zymo Research, CA.,
EE. UU.), en el que se emplean métodos de lisis celular fisicos y quimicos. La calidad e
integridad del ADN obtenido se determind con un espectrofotdmetro de UV Vis NanoDrop™
2000 (Thermo Fisher Scientific™, MA., EE. UU.) y por medio de electroforesis con geles
de integridad (1% agarosa). Las muestras de ADN obtenidas fueron diluidas a 5 ng/uL y
almacenadas a -20 °C.

V.4.3 Preparacion de librerias y secuenciacion masiva del gen 16S rRNA

La amplificacion y secuenciacion masiva de la region variable V3-V4 del gen 16S rRNA
(~460 bp), se realizo con los iniciadores Quick-16S™ Primer Set V3-V4 (Zymo Research,
CA., EE. UU.). Las librerias se generaron con el kit comercial Quick-16S™ NGS Library
Prep Kit (Zymo Research, CA., EE. UU.). Para disminuir la formacion de quimeras y
cuantificar los productos finales, las reacciones de amplificacion de la region V3-V4 se
realizaron en equipos de PCR en tiempo real (QPCR). Posteriormente, se afiadieron codigos
de barras, secuencias unicas de ~8 bp, (barcodes, en inglés) a cada muestra y se mezclaron
las librerias de ADN a una concentracion equimolar. Las mezclas generadas se sometieron a
procesos de purificacion con el kit Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo
Research, CA., EE. UU.) y cuantificaciéon con las plataformas TapeStation® (Agilent
Technologies, CA., EE. UU) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific™, MA., EE. UU.).

Finalmente, las librerias generadas se sometieron al proceso de secuenciacion por sintesis en
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la plataforma Illumina MiSeq® (Illumina®, CA., EE. UU.); se emplearon controles negativos
y una comunidad microbiana estandar (ZymoBIOMICS® Microbial Community DNA
Standard, CA., EE. UU.) como control positivo en todas las reacciones. Las muestras de
ADN fueron procesadas a través del servicio de secuenciacion de ZymoBIOMICS™:
Targeted Metagenomic Sequencing (Zymo Research, CA., EE. UU.) (Can-Herrera et al.,
2021; Celik et al., 2021; Piraine et al., 2021; Puon-Pelaez et al., 2020).

V.4.4 Analisis bioinformatico y asignacion taxonémica

Los archivos con las secuencias obtenidas se procesaron para remover los codigos de barras
afiadidos durante la preparacion de las librerias, proceso conocido como demultiplexing.
Después, se realizo el proceso de recorte (trimming) para retirar las secuencias de los
iniciadores empleados (forward: 16 pb; reverse: 24 pb) y obtener secuencias del mismo
tamario (~320 bases), utilizando el software de analisis de Illumina (Del Fabbro et al., 2013).
Las secuencias resultantes fueron separadas en archivos FASTQ y se procesaron con el
paquete DADAZ (Callahan et al., 2016) para eliminar las secuencias quiméricas e inferir las
secuencias variantes de amplicones (Amplicon Sequence Variants; ASV, por sus siglas en
inglés) (Callahan et al., 2017). Los ASV se definen con base en diferencias de un solo
nucleodtido en las secuencias analizadas; y se han empleado recientemente en estudios
metagendmicos como alternativa a la Unidad Taxondmica Operativa (OTU, por sus siglas en
inglés) (Abellan-Schneyder et al., 2021; Callahan et al., 2017).

La asignacion taxondmica de los ASVs a nivel de familia se realiz6 con la herramienta Uclust
del programa QIIME v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010), con la base de datos de referencia de
Zymo Research Database, disefiada y curada manualmente (Can-Herrera et al., 2021; Celik
et al., 2021; Piraine et al., 2021; Puén-Peléez et al., 2020).

V.5 Identificacidn de la microbiota central, diversidad bacteriana y analisis estadistico

La identificacion de la microbiota central de frutos, raices y sustratos se realiz6 empleando
la abundancia relativa y el porcentaje de ocurrencia con valores de corte >1% y >50%;

respectivamente, como se ha descrito anteriormente (Neu et al., 2021). La estimacién de la
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abundancia relativa de bacterias en todas las muestras se llevo a cabo con ensayos de PCR
cuantitativa (QPCR) dirigidos a la amplificacion y cuantificacion absoluta del nimero de
copias del gen 16S rRNA. Para este fin, se realizé una curva estandar de cuantificacion con
ADN estandar plasmidico de concentraciones conocidas (Galazzo et al., 2020). EI nimero
total de copias del gen 16S rRNA se estimo utilizando la siguiente formula: nimero de copias
= [concentracion ADN (ng) x nimero de Avogadro (6.022X10%®)] / [tamafio de genoma
estimado (4.64 x 10° bp) x peso molecular ADN (660 g/mol/pb)] (Abellan-Schneyder et al.,
2021; Nathani et al., 2013; S. Takahashi et al., 2014; Vétrovsky & Baldrian, 2013).

Se estim6 la abundancia relativa a nivel taxondmico de familia y se realizaron analisis de
diversidad alfa mediante los indices de riqueza (richness), indice Simpson y equidad
(evenness). Para comparar el perfil bacteriano de las muestras obtenidas de ambos sistemas
de fertilizacion, se estimo la diversidad beta a través del indice Bray-Curtis e indice Jaccard
(Bray & Curtis, 1957; Jaccard, 1912). La similitud de los perfiles bacterianos en frutos, raices
y sustratos se estimo a traves de analisis multivariados de Componentes Principales (PCA)
(Sudarikov et al., 2017).

Se identificaron potenciales marcadores bacterianos en muestras de frutos, raices y sustratos
del sistema de fertilizacion convencional y organico; para este fin se empled el analisis
discriminante lineal (LDA, por sus siglas en inglés) con efecto de tamafio (effect size) (LEfSe,
por sus siglas en inglés). En conjunto, estos analisis permiten explicar las diferencias entre
los tratamientos e identificar la consistencia estadistica y relevancia biologica mediante el
andlisis de la abundancia de las poblaciones (Segata et al., 2011). El analisis LDA-LEfSe se
llevé a cabo utilizando la opcion all-against-all, el calculo del valor LDA se estimd después
de 200 réplicas bootstrap y el nivel de significancia establecido fue < 0.05. Se estableci6 un
valor de corte de LDA > 4.0 (Segata et al., 2011).

La estimacion de la diversidad alfa, beta y los analisis de componentes principales se
realizaron con el programa estadistico PAST version 4.03 (Hammer et al., 2001). Los
resultados fueron analizados mediante la prueba t de Student y prueba de Fisher’s utilizando

el programa StatView 5.0.1. El nivel de significancia establecido fue P < 0.05.
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V.6 Cuantificacion absoluta de Enterobacteriaceae en frutos de tomate convencional y

organico

Con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos del analisis metagendmico de
poblaciones bacterianas, se realizaron ensayos de PCR cuantitativa (qQPCR). A través de un
muestreo independiente, se colectaron muestras de frutos en estado de madurez 3 (turning)
del sistema de fertilizacion convencional y orgénico de un ciclo de cultivo distinto. EI DNA
fue obtenido como se describié anteriormente y fue sometido a la cuantificacion de
Enterobacteriaceae a través de un ensayo de qPCR. Los iniciadores dirigidos a la
amplificacion y cuantificacion del gen 16S rRNA de miembros de la familia
Enterobacteriaceae con la mayor cobertura y especificidad fueron identificados en un

estudio previo (Resendiz-Nava et al., 2022).

Las reacciones de gPCR consistieron en: 5 ulL de polimerasa Takara SYBR® Premix Ex
Taq™ (Takara Bio USA, Inc.), 0.68 uplL de cada iniciador (1.0 uM) (F. 5'-
GGGGATAACYACTGGAAACGGTRGC-3'; R: 5'- GCATGGCTGCATCAGGSTTKC-
3"), 0.85 uL de suero de albumina bovino (BSA, por sus siglas en inglés) (Bioline, London,

UK) y 10.0 ng del ADN obtenido a partir de muestras de frutos convencionales y organicos.

El protocolo de amplificacion fue estandarizado y consistio en una desnaturalizacién inicial
de 1 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineacion de
60 °C por 30 s, una extension a 72 °C por 30 s, y una extension final a 72 °C por 2 min. Se
construyo una curva estandar con diluciones seriadas a partir de ADN extraido de cepas de

referencia, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (ATCC 11229).
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V.7 Anélisis de interaccion entre poblaciones bacterianas con parametros productivos

y fisiologia de los frutos

Para identificar potenciales interacciones entre las poblaciones bacterianas y los parametros
de productivos y fisioldgicos del cultivo, se estimaron coeficientes de correlacion de Pearson
(Akoglu, 2018). Las potenciales interacciones entre poblaciones bacterianas y parametros de
calidad del fruto se establecieron a través de andlisis de correlacion con métodos no
paramétricos para variables ordinales. Estos métodos estadisticos se emplearon debido a que
las técnicas de muestreo, para analisis de calidad y poblaciones bacterianas de los frutos, son
métodos destructivos, por lo tanto, se requieren muestras independientes; ademas, los
resultados de estas determinaciones presentan una alta variabilidad. Basado en estas
premisas, se calcularon los coeficientes de correlacion no paramétrica de Spearman’s (Rho
de Spearman, rs) y Kendall (t), con andlisis de permutacion comparando todas las
combinaciones posibles de los valores obtenidos. Se consideraron correlaciones debiles,
moderadas y fuertes cuando los valores de los coeficientes fueron de >0.3 - <0.5, >0.5 - >0.7,
y >0.7; respectivamente (Neubauer et al., 2020; Weiss et al., 2016). Todos los anélisis de
correlacién se llevaron a cabo con el programa PAST version 4.03 (Hammer et al., 2001),

usando un nivel de significancia de P < 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Evaluacién del desempefio y rendimiento de plantas de tomate cultivadas en

sistemas hidropdnicos convencional y organico

Los resultados del andlisis de desempefio de las plantas revelaron que el promedio del
crecimiento semanal (Fig. 4a) y el largo de las hojas (Fig. 4b) fue mayor (P < 0.05) en
plantas cultivadas en el invernadero hidrop6nico convencional (21.6 cm/semana y 45.3
cm/semana, respectivamente), comparadas con las del invernadero organico (20 cm/semana
y 43.6 cm/semana, respectivamente) durante el ciclo de cultivo 2019-2020. Sin embargo, este
patron de desempefio no se observa en el nimero de hojas (Fig. 4c) y en el didmetro del tallo
(Fig. 4d) (P > 0.05). Al finalizar el ciclo de cultivo, se midi6 la longitud y el peso fresco de
los tallos. Los resultados de este analisis indican que los tallos del invernadero convencional
tienen mayor (P < 0.05) longitud (905.9 cm) (Fig. 5A) y peso fresco (3550.4 g) (Fig. 5B)
que los tallos de las plantas cultivadas en el invernadero organico (848.0 cm y 2466.2 g,
respectivamente) (P > 0.05). Otros trabajos también han documentado que en sistemas
convencionales, el crecimiento de la planta y el area de las hojas es mayor comparado con
sistemas organicos (Bettiol et al., 2004; Ronga et al., 2015); esto puede estar asociado a
deficiencias en la disponibilidad y absorcion de nutrimentos en plantas con fertilizacion
organica (Bettiol et al., 2004; Ronga et al., 2015).

El presente estudio también reveld que, en el invernadero convencional, el rendimiento
promedio semanal por planta fue mayor (1.6 kg/m?) (P < 0.05), comparado con el
invernadero organico (1.3 kg/m?) (Fig. 6). Diversos autores también han demostrado que el
rendimiento por planta (kg/m?) es superior en los invernaderos convencionales (Mubarok
et al., 2019; Riahi et al., 2009), y sugieren que esto se puede atribuir al tipo de nutrimentos
que se pueden suministrar, asi como a los métodos de control de plagas y patdgenos en los
sistemas convencionales (Mitchell et al., 2007; Riahi et al., 2009). Actualmente, se estan
realizando estudios en nuestro grupo de investigacion para identificar las causas de estas

deficiencias en el sistema de produccién organico.
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Figura 4. Evaluacion del desempefio de las plantas de tomate en sistemas
hidroponicos convencional y organico. a) estimacion del crecimiento, b) largo de las
hojas, ¢) nimero de hojas y d) diametro de los tallos de plantas de tomate. Los datos se
presentan como medias + error estandar; letras diferentes indican diferencias
significativas: prueba t de Student (P < 0.05, n = 10).
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Otros autores sugieren que las diferencias en el desempefio y rendimiento podria estar
asociado a las comunidades bacterianas que colonizan la rizosfera de las plantas. Por ejemplo,
un estudio reciente demostré que el rendimiento (kg de frutos/m?) es mayor (P < 0.001) en
cultivos hidropdnicos con fertilizacién sintética (convencional), comparado con la
fertilizacion orgénica; este efecto esté asociado al incremento en la abundancia de los géneros
bacterianos Devosia, Mycoplasma, Nocardioides y Rhizomicrobium (Grunert et al 2020).
Estos datos sugieren que el tipo de fertilizacién (organico y convencional), impacta el
desempefio, rendimiento y las comunidades microbianas de plantas de tomate cultivadas en

sistemas hidropdnicos.
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Figura 5. Evaluacion del crecimiento de las plantas al finalizar el ciclo del cultivo.
Estimaciones de a) longitud y b) peso fresco de los tallos de plantas cultivadas en sistema
convencional y organico. Los datos se presentan como medias £ error estandar; letras
diferentes indican diferencias significativas: prueba t de Student (P < 0.05, n = 10).

39



1.8

1.6

1.4

1.2

0.8

0.6

Rendimiento semanal (kg/m?)

0.4

0.2

Convencional Organico

Figura 6. Rendimiento semanal por planta en el sistema convencional y organico.
Los datos se presentan como medias + error estandar; letras diferentes indican diferencias
significativas: prueba t de student (P < 0.05, n = 10).

V1.2 Evaluacion de la composicion nutricional, fisiologia poscosecha y vida de anaquel

de tomates producidos en sistemas convencional y organico

Los resultados obtenidos durante los trabajos en colaboracion con la Ing. Quimico en
Alimentos Rendon-Ducoing fueron registrados y analizados para llevar a cabo estudios de

correlacién entre parametros de calidad poscosecha de los frutos y poblaciones bacterianas.

V1.2.1 Composicion nutricional

La composicion nutricional de los frutos se evalu6 mediante el contenido de licopeno y
vitamina C. El contenido de licopeno aumenta durante el almacenamiento poscosecha de
frutos de tomate a 12 °C, y se atribuye al aumento del catabolismo de carbohidratos durante
la maduracion; en el cual se produce gliceraldehido-3-fosfato, que es el precursor inicial del
licopeno (Nisar et al., 2015). Por otra parte, el contenido de vitamina C esta asociado a la
produccién de acido D-galacturonico, el cual se sintetiza a partir de la degradacidn de pectina

de pared celular del tomate durante su maduracion (Di Matteo et al., 2010).
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En el presente trabajo se observo que durante el almacenamiento poscosecha a 12 °C, los
tomates convencionales y organicos cv. Merlice poseen niveles similares (P > 0.05) de
licopeno y vitamina C (Fig. 7). Estos resultados contrastan con otros reportes que indican
que los tomates orgéanicos poseen niveles mas altos de licopeno (>11%) y vitamina C (>55%)
en 3 estados de madurez; green, breaker y red, comparado con los tomates convencionales
(Oliveira et al., 2013; Sharpe et al., 2020). Estas discrepancias podrian estar asociadas al
sistema de cultivo empleado; ya que plantas cultivadas en suelo a campo abierto bajo un
sistema de produccion organico, se observa un aumento en los niveles de estrés oxidativo y
sintesis de metabolitos secundarios como la vitamina C (Sharpe et al., 2020). Se requieren
estudios adicionales para identificar el impacto de la fuente de nutrimentos, convencional y

organico, sobre la concentracion de licopeno y vitamina C en frutos de tomate.

Hasta nuestro mejor conocimiento, los resultados del presente trabajo son los primeros datos
poscosecha donde se comparan los niveles de licopeno y vitamina C entre tomates

convencionales y organicos producidos bajo un sistema hidropdnico en agricultura protegida.
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Figura 7. Cambios en el contenido de licopeno (a) y vitamina C (b) de tomates
convencionales y organicos. Los resultados estan expresados como mg/100 g de peso fresco
(PF). Los datos se presentan como medias + error estandar. Analisis estadistico entre grupos
(convencional y orgéanico) realizado con la prueba t de Student (P > 0.05).
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V1.2.2 Fisiologia poscosecha y vida de anaquel

El estudio de la fisiologia poscosecha de tomates hidroponicos convencionales y organicos,
reveld que al final (16 dias) del almacenamiento a 12 °C, no se observaron diferencias (P >
0.05) en la evolucién del color rojo, expresado como indice a* (Fig. 8 y 9); sin embargo, al
dia 8 de almacenamiento se observd mayor (P < 0.05) indice de color rojo en los frutos
organicos, lo que sugiere un aumento en la tasa de maduracién del fruto (Salas-Méndez et al.,
2019). Estos resultados contrastan con las observaciones de color reportadas tomate cv.
Vesuvian Piennolo (Caruso et al., 2019); sugiriendo que los tomates organicos poseen menor

indice de color rojo en el estado 6 de madurez (red).

Convencional Organico

& Dia 0
° Dia 4
‘ Dia 8
‘ Dia 12
©

Dia 16

Figura 8. Apariencia visual de tomates cv. Merlice. Frutos cosechados de los sistemas
hidroponicos convencional y organico, durante el almacenamiento poscosecha durante 16
diasa 12 °C.
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Otros trabajos han reportado valores comparables de color rojo (a*) entre frutos
convencionales y orgénicos (Chassy et al., 2006; Pieper y Barrett, 2009). Hasta nuestro mejor
conocimiento, este seria el primer reporte de la evolucion del color de tomates cosechados
en sistemas hidroponicos convencionales y organicos durante su almacenamiento

poscosecha.

—_— —_—
= [}
| 1

*
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Dias de almacenamiento
Figura 9. Evolucién del color (a*) durante el almacenamiento poscosecha de tomate

organico y convencional. Los datos se presentan como medias * error estandar. El asterisco
(*) indica diferencias significativas: prueba t de Student (P < 0.05).
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Por otra parte, la pérdida fisioldgica de peso durante el almacenamiento de los frutos, es
consecuencia de la disminucion en el contenido de agua, debido al proceso de transpiracion
de los frutos (Salas-Méndez et al., 2019). Este pardmetro es considerado uno de los
principales indicadores para evaluar la calidad comercial de los frutos de tomate (Salas-
Méndez et al., 2019). El presente trabajo reveld que al dia 16 de almacenamiento, los tomates
organicos perdieron 2.5 veces mas (P < 0.05) peso que los frutos cosechados del sistema
convencional (Fig. 10). Frutos con pérdidas de peso >5% se consideran de calidad comercial
no aceptable (Salas-Méndez et al., 2019). Basado en este parametro comercial, la vida de
anaquel estimada de los tomates organicos cultivar Merlice, fue de 16 dias, a partir de la

cosecha de los frutos en estado de madurez 3 (turning) (Fig. 10).

La firmeza de los frutos de tomate disminuye durante el almacenamiento poscosecha,
condicién asociada al aumento de la pérdida de peso (Salas-Méndez et al., 2019). Esta
condicion se observé al final del periodo de almacenamiento (16 dias); el tomate
convencional tuvo una disminucién, en promedio, del 27% en la firmeza; mientras que, en
los tomates organicos, la firmeza disminuyd, en promedio, 48% (Fig. 11). Estos resultados
sugieren que, bajo las condiciones de este estudio, los tomates producidos en el sistema

hidroponico organico poseen una menor vida de anaquel.
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Figura 10. Evolucion de la pérdida fisiologica de peso durante el almacenamiento de
tomate organico y convencional. La linea punteada azul indica el valor de referencia
(5% de pérdida de peso) correspondiente a calidad comercial no aceptable de los frutos.
Los datos se presentan como medias + error estandar. Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas: prueba t de Student (P < 0.05) (n=9).
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Figura 11. Evolucién de la pérdida de firmeza durante el almacenamiento de
tomate orgéanico y convencional. La firmeza se expresa en Newtons (N). Los datos se
presentan como medias + error estandar. Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas: prueba t de Student (P < 0.05) (n=9).
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Estos resultados son comparables con otros estudios que indican que la firmeza de los
tomates orgénicos en estado de madurez comercial (fully red), es hasta 32% menor que la de

los tomates cosechados en el sistema convencional (Barrett et al., 2007; Riahi et al., 2009).

En conjunto, estos datos sugieren que los tomates organicos poseen un patrén mas acelerado
de pérdida de peso y firmeza. Estos procesos fisioldgicos estan asociados a un incremento en
la produccion de etileno, tasas de respiracion, transpiracion y actividad de enzimas de
degradacion de pared celular (Salas-Méndez et al.,, 2019; L. Yang et al., 2017). En este
contexto, diversos estudios han documentado que miembros de las familias bacterianas
Cellvibrionaceae Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, y Xanthomonadaceae son
productores de enzimas degradadoras de pared celular, como pectato liasas,
poligalacturonasas y pectin esterasas (Abbott & Boraston, 2008; DeBoy et al., 2008;
Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014; Tayi et al., 2016). La abundancia de estas poblaciones
bacterianas en frutos de tomate es de gran interés, ya que podrian contribuir a la degradacion
de la pared celular de los frutos, disminuyendo su firmeza y vida de anaquel (Marin-
Rodriguez et al., 2002).

V1.3 Microbiota central y diversidad bacteriana de plantas de tomate cultivadas en

sistema hidropdénico

Mediante la técnica de secuenciacion metagendmica, se obtuvieron y analizaron un total de
1,984,561 secuencias del gen 16S rRNA de alta calidad, procedentes de muestras de sustratos,

raices y frutos (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion del nimero de secuencias de genes 16S rRNA obtenidas de sustratos,
raices y frutos de tomate.

Muestra Numero de secuencias
Sustratos 613,355
Raiz 635,779
Frutos 735,427
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La microbiota central de los sustratos, raices y frutos estuvo constituida por nueve, siete y
tres filos bacterianos, respectivamente; de estos, el filo Proteobacteria fue el grupo bacteriano
mas abundante en todos los nichos: sustratos (56.2%), raices (56.3%), y frutos de tomate
(67.5%) (Fig. 12). Numerosos estudios han observado resultados similares en plantas de
tomate cultivadas en suelo y en sistemas hidroponicos (Allard et al., 2018; Anzalone et al.,
2022; Cheng et al., 2020; Escobar-Rodriguez et al., 2021; Gorrasi et al., 2022; Readyhough
et al.,, 2021). En conjunto, estos datos sugieren que, independientemente del sistema de
cultivo, las plantas de tomate han desarrollado una interaccion biol6gica importante con
miembros del filo Proteobacteria. Interesantemente, miembros de este filo poseen
capacidades genéticas y metabolicas que les permiten colonizar ambientes bajos en
nutrientes, tener altas tasas de replicacion y adaptabilidad en condiciones de estrés; estas
caracteristicas estan asociadas a su éxito colonizando tejidos de plantas (lkeda-Ohtsubo
et al., 2018). Ademas, analisis filogenéticos han demostrado que este grupo bacteriano posee
genes asociados a la sintesis de nitrogenasas y pirroloquinolina quinona, las cuales participan
en rutas metabolicas de fijacion del nitrogeno y solubilizacion de fosfatos; respectivamente
(Bruto et al., 2014). En conjunto, estos datos sugieren que miembros del filo Proteobacteria
poseen funciones asociadas a los grupos bacterianos conocidos como bacterias promotoras
del crecimiento en plantas (BPCP), estos datos corroboran que Proteobacteria es un grupo

bacteriano fundamental de la microbiota central de las plantas de tomate.

Ademas, los resultados de este estudio revelan que la microbiota central de la planta de
tomate en ambos sistemas de fertilizacién estuvo constituida por 26, 23, y 21 familias
bacterianas en sustratos, raices y frutos; respectivamente. La presencia de estos grupos
bacterianos se ha observado en estudios previos, con plantas cultivadas en suelo y en
hidroponia (Allard et al., 2016; Escobar-Rodriguez et al., 2021; Grunert et al., 2020; Ottesen
et al., 2013).
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Figura 12. Microbiota central de plantas de tomate a nivel taxonomico de filo.
Abundancia relativa de los principales filos que componen sustratos, raices y frutos de tomate
en sistemas de cultivo hidroponico. Otros; familias con <1% de abundancia relativa. (n =
24/nicho).

Interesantemente, se identificaron 6 familias bacterianas, Bacillaceae, Microbacteriaceae,
Nocardioidaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae y Sphingomonadaceae que se
compartieron en los 3 nichos evaluados; estos resultados sugieren la existencia de
comunidades bacterianas altamente conservada en plantas de tomate, independientemente

del tipo de fertilizacion empleada (Fig. 13).

Miembros de la microbiota central, son considerados como BPCP; por ejemplo, Bacillaceae
y Pseudomonadaceae producen metabolitos secundarios como policétidos y pioverdinas
asociadas a la defensa contra fitopatdgenos y al aumento en la absorcion de nutrimentos en

la planta; respectivamente (Singh et al., 2022; Wei et al., 2019).
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1. Burkholderiaceae

2. Caulobacteraceae
3. Chitinophagaceae
4. Comamonadaceae
5. Flavobacteriaceae
6. Hyphomicrobiaceae
7. Mycobacteriaceae
8. Phyllobacteriaceae
9. Planctomycetaceae
10. Rhizobiaceae

11. Rhodospirillaceae
12. Streptomycetacene

1. Cellulomonadaceae

2. Clostridiacene

3. Corynebacteriaceae

4. Erysipelotrichaceae

5. Geodermatophilaceae
6. Intrasporangiaceae

7. Kineosporiaceae

8. Methylobacteriaceae
9. Micrococcaceae

10. Micromonosporaceae
11. Peptostreptococcaceae
12. Planococcacene

1. Oxalobacteraceae
2. Enterobacteriaceae

13. Uncl. Rhizobiales
14. Xanthobacteraceae
15. Xanthomonadaceae

13. Staphylococcaceae

Figura 13. Diagrama de Venn representando la microbiota central de plantas de tomate
cultivadas en sistema hidropdnico. Colores diferentes indican familias bacterianas unicas
y compartidas entre sustratos, raices y frutos de tomate. $No clasificadas. (n = 24/nicho).

Por otra parte, miembros de la familia Microbacteriaceae producen 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) deaminasa, una enzima que inhibe la sintesis del etileno en raices y frutos
(Samayoa et al., 2020). El incremento en la sintesis de etileno estd asociado a altos niveles
de estrés en plantas y frutos (Samayoa et al., 2020), por lo que se sugiere la inoculacion de
bacterias productoras de ACC deaminasa como estrategia biotecnologica para disminuir las

tasas de produccion de etileno en plantas y frutos de tomate (Glick, 2014).

Ademas, miembros de la familia Sphingomonadaceae poseen repertorios genéticos asociados

a la produccion de enzimas de degradacion de pesticidas sintéticos empleados en la
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agricultura intensiva, como los compuestos organoclorados (Pearce et al., 2015; Zhao et al.,
2017). Estudios recientes han demostrado que algunos géneros que componen a las familias
Nocardioidaceae y Rhodobacteraceae secretan fitohormonas como giberelinas y &cido indol
acético, las cuales estan asociadas a modificaciones en la estructura radicular y con esto
incrementar la adquisicién de nutrimentos y agua (Azaroual et al., 2022; Kang et al., 2022;
Y. Wang et al., 2022). En conjunto, estos estudios sugieren que la microbiota central de las
plantas de tomate puede influir en su desarrollo, la resistencia a enfermedades y su
productividad; sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios adicionales para corroborar

esta informacion.

Las muestras de sustratos y raices compartieron el mayor nimero de grupos bacterianos (15
familias), lo que sugiere una interaccion importante entre las poblaciones bacterianas de estos
dos nichos. Estudios recientes han demostrado que de estas 15 familias, miembros de
Burkholderiaceae, Caulobacteraceae, Chitinophagaceae, Flavobacteriaceae,
Hyphomicrobiaceae, Rhizobiaceae, Rhodospirillaceae,  Streptomycetaceae, vy
Xanthomonadaceae han sido identificados en suelo, sustratos y raices de plantas de tomate
de diferentes variedades (Antoniou et al., 2017; Anzalone et al., 2022; Choi et al., 2020;
Nuzzo etal., 2020; Zhou et al., 2021). Estos datos corroboran la estrecha interaccion
biologica entre la rizosfera y las comunidades bacterianas del suelo y sustratos; este proceso

de seleccidn es independiente del tipo de cultivo (suelo e hidroponia) y del cultivar estudiado.

Por otra parte, Unicamente dos familias, Enterobacteriaceae y Oxalobacteraceae, se
compartieron entre las muestras de frutos y raices; miembros de estas familias se han
observado en estos nichos, en plantas cultivadas con suelo (Allard et al., 2016; Ottesen et al.,
2013). Interesantemente, no se observaron familias compartidas como parte de la microbiota
central de sustratos y frutos; estudios previos han observado un fenémeno similar, indicando
que las poblaciones de la filosfera estan ausentes en el suelo de plantas de manuka
(Leptospermum scoparium) y olivo (Olea europaea) (Malacrino et al., 2022; Noble et al.,
2020). En conjunto, estos resultados sugieren gque la influencia de las poblaciones bacterianas

de sustratos sobre la microbiota de los frutos de tomate es limitada.
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Se identificaron 5 familias exclusivas en muestras de sustratos a base de fibra de coco,
Erythrobacteraceae, Rhodobiaceae, Sphingobacteriaceae, Rhodospirillales-no clasificadas,
y Saccharibacteria-no clasificadas. Hasta el momento, existe limitada evidencia acerca de
las poblaciones bacterianas que colonizan sustratos de fibra de coco empleados en sistemas
de cultivo hidropdnicos. El presente estudio representa evidencia sustancial de la microbiota

central de sustratos empleados en sistemas de agricultura intensiva a nivel comercial.

En los frutos de tomate se identificaron 13 familias bacterianas especificas (enlistadas en la
Fig. 13), la presencia de estas comunidades se ha observado en cultivares de tomate
cosechados en sistemas hidropénicos y en suelo  (Escobar-Rodriguez et al., 2021).
Interesantemente, no se encontraron poblaciones bacterianas especificas de la rizosfera;
resultados similares se han observado en plantas de ardndano (Vaccinium caesariense),
donde <1% de las secuencias correspondieron a poblaciones especificas de las raices (Yurgel
et al., 2018).

Por otra parte, la abundancia total de bacterias, estimada mediante nimero de copias del gen
16S rRNA, fue mayor (P < 0.05) en las muestras de sustratos (promedio 7.2 logio), seguido
de las muestras de raices (promedio 6.7 logio), y frutos (promedio 5.4 logio) (Fig. 14a)
Ademas, la diversidad bacteriana estimada por analisis de riqueza, indice de Simpson y
equidad (evenness) fue comparable entre muestras de sustratos y raices (P > 0.05) (Fig. 14b,
c y d); estos resultados corroboran la estrecha interaccion bioldgica entre estos dos nichos.
Sin embargo, resultados contrastantes se han observado en estudios previos, en los que se ha
identificado que la rizosfera posee mayor abundancia relativa de bacterias, comparada con el
suelo (Lopes et al., 2016; Y. Yang et al., 2017); este fendmeno podria estar asociado a las
variaciones en la composicién del suelo y sustratos empleados en el cultivo, la composicion
quimica de los exudados de las raices y el cultivar estudiado (Lugtenberg et al., 2017; Ray
et al., 2020).
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Figura 14. Diagrama de cajas y bigotes de la diversidad alfa en muestras de sustratos,
raices y frutos de tomate. Variabilidad de la a) abundancia absoluta, b) riqueza, c) indice
de Simpson, y d) equidad (evenness). El ancho de la caja indica la distancia entre el primer
y el tercer cuartil, la linea y la cruz al interior de la caja representan la mediana y el
promedio; respectivamente. Las barras verticales indican los valores maximos y minimos
de la varianza; los circulos corresponden a los valores8 en cada nicho. Letras distintas
indican diferencias significativas con un valor de P < 0.05. (n = 24/nicho).
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En contraste, la abundancia bacteriana y los indices de diversidad en muestras de frutos
fueron menores (P < 0.05), comparada con sustratos y raices; estos datos sugieren que los
frutos son colonizados por un nimero menor y desigual de poblaciones bacterianas (Fig. 14).
Estos resultados son comparables con estudios previos en los que se identific6 menor
densidad y diversidad bacteriana asociada a la filésfera en diferentes plantas y cultivares de
tomate (Bao et al., 2020; Dong et al., 2019). Estos resultados sustentan la hipotesis sugerida
por diversos autores, indicando que la filosfera es un ambiente hostil para la colonizacion
microbiana debido a la exposicion a factores ambientales como la radiacion solar y cambios
de temperatura (Vandenkoornhuyse et al., 2015; Zhu et al., 2022).

En conjunto, estos datos evidencian la presencia de una microbiota central en las plantas de
tomate, independiente del cultivar y del sistema de produccion empleado; estas poblaciones
son seleccionadas por las plantas para promover la homeostasis (Paasch & He, 2021).
Algunos autores sugieren que alteraciones en la microbiota central podrian ser indicadores
de disbiosis cuando la planta se encuentra bajo estrés nutricional, hidrico o por presencia de

fitopatdgenos (Arnault et al., 2023).

Ademas, los resultados obtenidos evidencian la estrecha interaccion entre la diversidad
bacteriana asociada a sustratos y raices; y revelan la alta variabilidad entre las poblaciones
que colonizan los frutos de tomate. Estos resultados representan la primera evidencia de la

diversidad bacteriana asociada a plantas de tomate en sistemas de produccion hidroponico.

V1.4 Cambios en la composicion y diversidad bacteriana asociada a plantas de tomate

con fertilizacion convencional y organica

Numerosos estudios se han enfocado a evaluar la influencia de diferentes sistemas de manejo
agricola sobre la microbiota asociada al suelo empleado en el cultivo de tomate (S.
lycopersicum L.) (Chenet al., 2022; Collavino et al., 2020; Lee et al., 2022; Song et al., 2022;

Tang et al., 2020; Zarraonaindia et al., 2020). Sin embargo, existe limitada evidencia acerca
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del impacto de los sistemas de fertilizacion sobre la diversidad y composicion de las
poblaciones bacterianas en plantas y frutos de tomate cultivados en sistemas hidropdnicos.

Esto es de particular interés debido a que recientemente se han demostrado las ventajas del
cultivo de tomate hidroponico sobre el cultivo en suelo (Gruda, 2019). Por estas razones, en
el presente trabajo se evalu6 la abundancia y diversidad bacteriana asociada a sustratos, raices
y frutos de plantas de tomate cosechados en sistemas hidropdnicos con fertilizacion

convencional y organica.

El andlisis de abundancia relativa, estimada a través del nimero de copias del gen 16S rRNA,
reveld cambios menores (< 1 logio) entre la densidad bacteriana de sustratos en la
fertilizacion convencional y organica; mientras que en las raices y los frutos no se observaron
diferencias (P > 0.05) entre los dos tratamientos (Fig. 15a). Los analisis de diversidad
revelaron un nimero comparable (P > 0.05) de familias bacterianas (riqueza) en los sustratos,
raices y frutos entre los sistemas de fertilizacién convencional y organica; ademas, se observo
mayor variabilidad en la riqueza de las familias bacterianas en las muestras de los frutos (Fig.
15b). Interesantemente, se observo una disminucion (P < 0.05) del indice de diversidad
Simpson en las muestras de sustratos y frutos obtenidos del sistema de fertilizacion organica,
comparado con el convencional (Fig. 15c¢); estos resultados sugieren cambios drasticos en la
abundancia relativa de las poblaciones asociadas a los nichos en el sistema de fertilizacion
organica. Esta observacion fue corroborada por el indice de equidad (evenness), el cual reveld
menor equidad (P < 0.05) en la proporcion de comunidades bacterianas en el sistema de
fertilizacién organica, comparado con el convencional (Fig. 15d). En conjunto, estos datos
sugieren que sustratos, raices y frutos del sistema de fertilizacién convencional y organica
poseen un numero de familias bacterianas comparable. Sin embargo, las muestras del sistema
organico exhiben diferencias en la abundancia relativa de grupos bacterianos especificos;

estos datos sugieren una disbiosis en las plantas sometidas a la fertilizacién organica.
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Figura 15. Diagrama de cajas y bigotes de la diversidad alfa en muestras de sustratos,
raices y frutos de tomate en sistemas convencional y organico. Variabilidad de la a)
abundancia absoluta, b) riqueza, ¢) indice de Simpson, y d) equidad (evenness). Los
asteriscos indican diferencias significativas entre fertilizacion convencional y organica con
un valor de P < 0.05. (n = 12/grupo).

El analisis de abundancia relativa confirmé que los sustratos, raices y frutos del sistema
organico sufren una alteracion de sus perfiles bacterianos (Fig. 16). Especificamente, se
observé un aumento (P < 0.05) de las familias Flavobacteriaceae, Micrococcaceae,
Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae, y Rhodospirillales-no clasificadas en los sustratos
del sistema organico; asi como una reduccién de miembros de las familias Bacillaceae,

Burkholderiaceae, Bradyrhizobiaceae, Caulobacteraceae, Erythrobacteraceae,
56



Hyphomicrobiaceae, Nocardioidaceae, Paenibacillaceae, Phyllobacteriaceae,
Rhodobiaceae, Rhodospirillaceae, Streptomycetaceae, Rhizobiales-no clasificadas,
Saccharibacteria-no clasificadas, y Xanthomonadales-no clasificadas, comparado con el

sistema convencional.

Ademas, en las raices de plantas con fertilizacion orgénica se observo un aumento (P < 0.05)
de las familias Flavobacteriaceae, Micrococcaceae, Mycobacteriaceae, Rhizobiaceae,
Rhodobacteraceae, y Rhodospirillales-no clasificadas, asi como una disminucién
significativa de Bacillaceae, Caulobacteraceae, Chitinophagaceae, Erythrobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Nocardioidaceae, Paenibacillaceae, Phyllobacteriaceae,
Rhodobiaceae, Sphingomonadaceae, Streptomycetaceae, Rhizobiales-no clasificadas
Xanthomonadales-no clasificadas, Xanthobacteraceae, y Xanthomonadaceae, comparado

con la fertilizacién convencional.

En los frutos de tomate organico, se observd un aumento considerable (P < 0.05) de las
familias Bacillaceae y Enterobacteriaceae; y una reduccion de Clostridiaceae,
Cytophagaceae, Erysipelotrichaceae, Hyphomicrobiaceae, Kineosporiaceae,
Microbacteriaceae, Micromonosporaceae, Peptostreptococcaceae, Planococcaceae, Yy
Sphingomonadaceae, comparado con los frutos convencionales. Estos datos sugieren que los
frutos organicos podrian ser un potencial huésped de miembros de las familias Bacillaceae y
Enterobacteriaceae; sin embargo, hasta este momento, no existe informacion acerca del

mecanismo de permanencia de dichas comunidades microbianas en los frutos de tomate.

En conjunto, los resultados del andlisis de abundancia relativa confirman alteraciones
drésticas en las densidades de grupos bacterianos especificos; esta disbiosis en el sistema de
fertilizacion orgéanica podria estar asociada a cambios fisioldgicos, menor rendimiento y
disminucién en la vida de anaquel de los frutos. Sin embargo, es necesario llevar a cabo

estudios adicionales para confirmar esta informacion.
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Figura 16. Analisis de abundancia relativa de familias bacterianas asociadas a
sustratos, raices, y frutos. Asteriscos indican diferencias significativas entre fertilizacion
convencional (Con) y organica (Org) con un valor de P < 0.05. {Otros; secuencias <1% de
abundancia relativa. "No clasificadas. (n = 12/grupo).
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Los cambios en la diversidad y abundancia relativa en los perfiles bacterianos de las muestras
del sistema convencional y orgéanico fueron corroborados por el analisis multivariado de
Componentes Principales (PCA). Los resultados revelan que los sustratos, raices y frutos del
sistema convencional poseen comunidades bacterianas méas estables (PC1+PC2 = 82.7%,
71.7%, y 84.8% de la varianza; respectivamente), comparado con el orgénico (Fig. 17); es
decir, en ambos componentes, la diversidad bacteriana del sistema de fertilizacién orgéanico
contribuy6 mayoritariamente a la variacion. Estos resultados sugieren cambios drasticos en
los perfiles bacterianos que podrian afectar el establecimiento y desarrollo de las
comunidades en los sustratos, raices y frutos orgéanicos. Estos cambios fueron corroborados

por los analisis de diversidad beta.
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Figura 17. Andlisis de Componentes Principales (PCA) del perfil bacteriano
asociado a plantas de tomate en sistemas de produccion hidropénico. Variacion de
la composicion bacteriana asociada a a) sustratos, b) raices, y c¢) frutos en sistemas de
fertilizacion convencional y organico. El porcentaje de variacion explicada para cada

coordenada se presenta en cada eje (n = 12/grupo).

En general, los andlisis de diversidad beta con los indices Jaccard y Bray-Curtis, revelaron
que las poblaciones bacterianas asociadas a los sustratos, raices y frutos difieren

considerablemente (P < 0.05) entre muestras del sistema convencional y organico, sugiriendo
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gue cambios importantes en la abundancia relativa de algunas poblaciones en las muestras

bajo fertilizacion organica (Fig. 18).

Hasta nuestro mejor conocimiento, este estudio representa la primera evidencia de la
variabilidad en las poblaciones bacterianas asociadas a sustratos, raices y frutos de plantas

de tomate cultivadas en sistemas de fertilizacion organica.
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Figura 18. Analisis de diversidad beta estimada por indices Jaccard y Bray-Curtis.
Variabilidad en la diversidad bacteriana de a) sustratos, b) raices, y c) frutos. Asteriscos

indican diferencias significativas entre fertilizacion convencional y organica con un valor de
P < 0.05. (n = 12/grupo).

V1.5 Comunidades bacterianas diferencialmente abundantes en plantas y frutos de

tomate con fertilizacion convencional y organica

Para corroborar la variabilidad de las poblaciones bacterianas entre ambos sistemas de
fertilizacion, se estimaron los cambios de la abundancia relativa y se identificaron las familias
bacterianas diferencialmente abundantes. Con la finalidad de identificar potenciales
marcadores bacterianos que explicaran los efectos de las poblaciones bacterianas entre los
sistemas de fertilizacion convencional y organico, se realizé un andlisis discriminante lineal
con efecto de tamafio (LDA-LEfSe). Estos analisis permitieron identificar 19, 17 y 9 familias
bacterianas diferencialmente abundantes, con un valor de cambio (fold-change: FC) mayor a
1.5 y un valor establecido de P < 0.05, en muestras de sustratos, raices y frutos,

respectivamente.
60



En las muestras de sustratos, los cambios méas drésticos se observaron en miembros de las
familias Micrococcaceae (63.1 FC) y Nocardiaceae (37.1 FC), seguido por
Pseudomonadaceae (5.7 FC), Flavobacteriaceae y Rhodobacteraceae (5.3 FC) (Fig. 19a).
Interesantemente, estas 5 familias estuvieron diferencialmente enriquecidas en los sustratos
bajo fertilizacion organica; resultados similares han sido observados en sustratos empleados
para el cultivo de tomate con fertilizacion organica (Grunert et al., 2016, 2020). El analisis
LDA-LEfSe revelé 4 familias bacterianas diferencialmente abundantes en muestras de
sustratos (valor LDA de 4.0) (Fig. 19b). Especificamente, se observé un incremento
considerable (P < 0.05) en miembros de Flavobacteriaceae, asi como una reduccion (P <
0.05) marcada de Erythrobacteraceae, Bradyrhizobiaceae, y Nocardioidaceae en muestras
de sustratos con fertilizacion organica (Fig. 19b).
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Figura 19. Variaciones en la microbiota de sustratos bajo sistemas de fertilizacion
convencional y organica. a) Familias bacterianas diferencialmente abundantes con cambios
de fold change (FC) >1.5y valor de P < 0.05; b) analisis LDA-LEfSe de familias bacterianas
asociadas a sustratos.
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En muestras de raices se observaron diferencias sustanciales en las familias Micrococcaceae
(48.6 FC), seguido de Rhodobacteraceae (7.5 FC), Paenibacillaceae (5.3 FC), y
Erythrobacteraceae (5.3 FC) (Fig. 20a). Interesantemente, se observé un incremento (P <
0.05) en la abundancia de Rhodobacteraceae y Flavobacteriaceae; asi como una reduccion
(P < 0.05) de Streptomycetaceae, Caulobacteraceae, y Chitinophagaceae en las muestras de
raices organicas (Fig. 20b).
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Figura 20. Variaciones en la microbiota de raices de plantas de tomate bajo sistemas de
fertilizacion convencional y organica. a) Familias bacterianas diferencialmente abundantes
con cambios de FC >1.5y valor de P < 0.05; b) analisis LDA-LEfSe de familias bacterianas
asociadas a raices.
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El aumento significativo de miembros de la familia Flavobacteriaceae en sustratos y raices
de plantas con fertilizacién orgéanica es de particular interés, ya que corrobora la estrecha
relacién entre los sustratos y las raices de las plantas. Ademas, estudios previos han
observado un aumento de miembros de este grupo bacteriano en sustratos y raices de plantas
con fertilizacién organica (Grunert et al., 2016, 2020; Zhang et al., 2022). En conjunto estos
datos sugieren que Flavobacteriaceae podria ser un marcador bacteriano de sustratos y raices
de plantas de tomate cultivadas en sistemas agricolas organicos. Interesantemente, miembros
de esta familia, poseen capacidades metabdlicas asociadas a la adquisicion de nutrientes,
como la movilizacion de fosforo y degradacion de pectina (Kraut-Cohen et al., 2021; Lidbury
et al., 2022); por estas razones, estos grupos bacterianos son mas competitivos en ambientes
con poca disponibilidad de nutrientes (Lidbury et al., 2022).

Por otra parte, estudios previos han demostrado que miembros de Erythrobacteraceae,
Bradyrhizobiaceae y Nocardioidaceae poseen capacidades asociadas a poblaciones
microbianas promotoras del crecimiento de plantas, como la solubilizacién de nutrientes y
aumento de la resistencia contra el estrés bidtico y abidtico (Favero et al., 2021; Tang et al.,
2019; P. Wang etal, 2021). Ademas, generos de las familias Streptomycetaceae,
Caulobacteraceae, y Chitinophagaceae poseen el repertorio genético necesario para
codificar enzimas que participan en la fijacion biologica de nitrogeno (Nonthakaew et al.,
2022; Rilling et al., 2018; Zuluaga et al., 2020). Estudios recientes han demostrado que la
inoculacion de estas poblaciones en las raices incrementa el desempefio de las plantas; este
efecto esta asociado al aumento en la disponibilidad de nutrientes (Passari et al., 2019;
Soumare et al., 2020). Por lo tanto, la disminucion de estas poblaciones en los sustratos y en
la rizosfera podria estar asociado a un menor rendimiento de las plantas de tomate cultivadas
en el sistema de fertilizacion organico (Passari et al., 2019). Estudios adicionales se deben
realizar para determinar el impacto de la abundancia relativa de estas poblaciones sobre el
desempefio de las plantas de tomate cultivadas bajo sistemas de fertilizacion convencional y

organico.

63



En los frutos organicos, los cambios mas dréasticos fueron observados en miembros de las
familias Enterobacteriaceae (4.6 FC), e Hyphomicrobiaceae (4 FC) (Fig. 21a). Ademas, se
identifico un aumento (P < 0.05) considerable de Enterobacteriaceae en frutos cosechados
del cultivo orgéanico (Fig. 21b); lo que sugiere que este grupo bacteriano puede ser un
marcador de dicho sistema de fertilizacion. Interesantemente, otros estudios también han
demostrado que miembros de la familia Enterobacteriaceae son mas abundantes en frutos de
tomate (Gorrasi et al., 2022) y sandia (Citrullus lanatus, variedad Crimson Sweet) (Akaeze
etal., 2022) cultivados en sistemas de fertilizacion organica. En conjunto, estos datos
sugieren que los frutos organicos pueden ser mas susceptibles a la colonizacion por miembros

de esta familia.
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Figura 21. Variaciones en la microbiota de frutos de tomate bajo sistemas de
fertilizacion convencional y organica. a) Familias bacterianas diferencialmente abundantes
con cambios de FC >1.5 y valor de P < 0.05; b) analisis LDA-LEfSe de familias bacterianas

asociadas a frutos.
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Estos resultados son de particular importancia debido a que miembros de la familia
Enterobacteriaceae son reconocidos ampliamente como fitopatdgenos y patdgenos
oportunistas asociados con infecciones entéricas en humanos (Janda & Abbott, 2021). Por
esta razon, es necesario evaluar la capacidad de los frutos para albergar patdgenos entéricos
de interés alimentario como Salmonella sp., E coli enteropatdgena y Shigella sp. (Jo & Park,
2019). En este sentido, numerosos estudios han demostrado las altas prevalencias de
miembros de Enterobacteriaceae en tomates cosechados de diferentes sistemas de cultivo
(Allard et al., 2016, 2020; Escobar-Rodriguez et al., 2021; Leff & Fierer, 2013; Ottesen et al.,
2013; Telias et al., 2011); sugiriendo que este fruto es un importante huésped de miembros
de esta familia. Sin embargo, el mecanismo de interaccion entre estas poblaciones bacterianas
y la fisiologia del fruto se desconoce hasta este momento.

Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que miembros de esta familia poseen
repertorios genéticos para la sintesis de enzimas extracelulares, incluyendo pectato liasas,
poligalacturonasas y pectin acetil esterasas, las cuales participan en la degradacion de
componentes de pared celular en tejidos de plantas (Abbott & Boraston, 2008). De esta
forma, el incremento en la sintesis de estas enzimas de origen microbiano podria estar
asociado a la reduccion de la firmeza de frutos de tomate, lo que impacta negativamente su
vida de anaquel (Obafemi et al., 2019). Por estas razones, investigaciones futuras se deben
realizar para identificar la contribucion de estos grupos bacterianos en la calidad, fisiologia

poscosecha y vida de anaquel de frutos de tomate organicos.

En conjunto, estos resultados indican que las plantas y los frutos de tomate bajo sistemas de
fertilizacion organica experimentan alteraciones en su microbiota, fenémeno conocido como
disbiosis. Los cambios en la densidad bacteriana de poblaciones especificas para cada sistema
de cultivo podrian ser empleados como biomarcadores para evaluar el estatus de salud y el

desempefio de las plantas de tomate en sistemas agricolas intensivos.
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V1.6 Interaccion entre las poblaciones bacterianas y parametros de productivos de

plantas de tomate

El anlisis de correlacion de Pearson permitié identificar poblaciones bacterianas asociadas
al nimero de racimos cosechados por planta durante el ciclo productivo. De forma general,
se identificaron ocho potenciales interacciones; por ejemplo, en las raices de plantas
cultivadas con fertilizacion organica, se identifico6 una correlacién positiva entre la
abundancia relativa de miembros de las familias Micrococcaceae (coeficiente de correlacion
= 0.62; P < 0.05) y Rhodobacteraceae (0.82; P < 0.05) y el niUmero de racimos cosechados
por planta. Mientras que, en las raices de plantas cultivadas bajo sistema convencional, se
detectaron correlaciones positivas entre la abundancia relativa de Phyllobacteriaceae (0.88;
P <0.05) y Paenibacillaceae (0.44; P < 0.05) con el niUmero de racimos cosechados (Tabla
5). Estos resultados sugieren que algunos miembros de la microbiota asociada a la rizosfera
podrian influir positivamente la productividad en las plantas de tomate. Interesantemente, se
ha reportado que el incremento en la abundancia relativa de Micrococcaceae,
Paenibacillaceae, Phyllobacteriaceae y Rhodobacteraceae en la rizésfera de plantas de
tomate, pimiento y maiz esta asociado a una disminucion en la incidencia de fitopatdgenos y
un aumento en la resistencia de la planta al estrés por sequia (Abdelaal et al., 2021; Ares
et al., 2021; Vargas et al., 2021). En conjunto, estos resultados indican que estas familias
bacterianas podrian tener potencial como bacterias promotoras del crecimiento y

bioestimulantes; sin embargo, se requieren estudios adicionales para corroborar esta idea.
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Tabla 5. Anélisis del coeficiente de correlacion de Pearson. Estimacion de la interaccion
entre la abundancia relativa de las poblaciones bacterianas asociadas a raices y el nimero de
racimos cosechados durante un ciclo de cultivo en plantas de tomate con fertilizacion
convencional (CON) y orgénica (ORG). Filas en color rosa indican correlaciones con un
valor de significancia de P < 0.05.

CON ORG

Micrococcaceae 0.626

Phyllobacteriaceae 0.881

Rhodobacteraceae 0.827
Paenibacillaceae 0.440
Rhizobiaceae -0.732
Bacillaceae -0.494

Streptomycetaceae -0.662

Caulobacteraceae -0.993 |

Por otra parte, se observaron interacciones negativas entre la abundancia relativa de
poblaciones bacterianas y los parametros productivos de la planta; por ejemplo, en las raices
de plantas cultivadas con fertilizacion organica, se identifico una correlacion negativa entre
la abundancia relativa de miembros de la familia Rhizobiaceae (-0.73; P < 0.05) y el nGmero
de racimos cosechados. En las raices de las plantas en produccion convencional, se observo
una correlacion negativa entre la abundancia de Bacillaceae (-0.494; P < 0.05),
Streptomycetaceae (-0.662; P < 0.05) y Caulobacteraceae (-0.993; P < 0.05), y el nimero
de racimos cosechados (Tabla 5). Se ha documentado que el aumento de la familia
Rhizobiaceae esta asociado a un aumento en la incidencia de infecciones causadas por
fitopatdgenos del género Meloidogyne en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) (Dastogeer
et al., 2022). Hasta el momento no existe evidencia en la literatura que pudiera explicar el
potencial papel de estas poblaciones bacterianas en la salud o en la productividad de las

plantas.

67



V1.7 Interaccion entre miembros de la familia Enterobacteriaceae y la fisiologia

poscosecha de frutos de tomate

Los analisis de la microbiota asociada a frutos de tomate revelaron que miembros de la
familia Enterobacteriaceae son la principal poblacion bacteriana afectada por la produccion
bajo sistema de fertilizacion organica y un potencial marcador microbiolégico para evaluar
alteraciones en la microbiota de este fruto. Para corroborar esta idea, se realizaron muestreos
independientes de frutos obtenidos de plantas convencionales y organicas, para cuantificar la
abundancia relativa de miembros de la familia Enterobacteriaceae a través de ensayos de
gPCR. Estos andlisis confirmaron un aumento (P < 0.05) en la abundancia relativa de
Enterobacteriaceae en tomates obtenidos del sistema de produccién orgéanico (5.41 logio),
comparado con tomates del sistema convencional (2.23 logio). Estos resultados sugieren que
Enterobacteriaceae podria ser la principal poblacion bacteriana afectada por el sistema de
produccién y una de las poblaciones bacterianas que podria asociarse a la reduccion de la
vida de anaquel de frutos organicos. Para corroborar esta idea se realizaron anlisis de
correlacién entre la abundancia relativa de Enterobacteriaceae y los parametros de calidad
del tomate. Los andlisis de correlacion de Spearman (rs) y Kendall (t), revelaron una
correlacién negativa (moderada/débil, coeficiente de correlacion = -0.57 y -0.60;
respectivamente) entre la abundancia relativa de Enterobacteriaceae y los parametros de
firmeza y color en los frutos de tomate (Fig. 22). Estos resultados sugieren que la ocurrencia
y abundancia de miembros de la familia Enterobacteriaceae podrian ser un potencial

marcador para evaluar la vida de anaquel de los frutos de tomate.

El potencial uso de miembros de la familia Enterobacteriaceae como marcador
microbiolégico de la calidad del fruto de tomate, se sustenta en al menos dos aspectos
fundamentales; i) el potencial de Enterobacteriaceae para reducir la vida de anaquel del
fruto. Existe suficiente evidencia que describe el potencial papel de este grupo bacteriano
para afectar la fisiologia poscosecha del fruto de tomate; por ejemplo, miembros de la familia
Enterobacteriaceae son productores de enzimas extracelulares como pectato liasas,
poligalacturonasas y pectin acetil esterasas que pueden participar en la degradacion de la
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pared celular del fruto, reducir la firmeza y vida de anaquel de los mismos (Abbott &
Boraston, 2008; Haile & Ayele, 2022; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014; Obafemi et al.,
2019). ii) el potencial de Enterobacteriaceae para afectar la inocuidad de los frutos de tomate.
Por ejemplo, Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella flexneriy Yersinia pestis,
miembros de la familia Enterobacteriaceae, son potenciales patdgenos para el ser humano
(Holden et al., 2009; Janda & Abbott, 2021). Numerosos estudios han revelado que los frutos
de tomate son una importante fuente de patégenos que causan infecciones en humanos, como
E. coli enteropatdgena, Salmonella enterica, y Shigella sp. Se ha observado que la
prevalencia de estos patdgenos en frutos de tomate oscila entre 3% - 10% (Bell et al., 2015;
Gomez-Aldapa et al., 2013; Kizheva et al., 2022; Obeng et al., 2018). Ademas, los hallazgos
del presente estudio aportan informacion que confirma la hipotesis que el tomate es un
potencial nicho que permite la colonizacion, establecimiento y replicacion de potenciales
patogenos que son miembros de la familia Enterobacteriaceae. Estudios recientes han
revelado que géneros de esta familia producen proteinas que permiten la adherencia,
colonizacion e internalizacion de miembros de la familia Enterobacteriaceae a los tejidos
vegetales (Noel et al., 2010; Zarkani & Schikora, 2021). También se ha evidenciado que
miembros de la familia Enterobacteriaceae poseen un repertorio de proteinas que les permite
regular la transcripcion de genes en el tejido vegetal; especificamente, se ha evidenciado que
miembros de la familia Enterobacteriaceae tienen la capacidad de regular la transcripcion de
genes asociados a la respuesta inmune y resistencia al estrés abiotico en las plantas (Jacob
et al., 2021; Visconti et al., 2022). La regulacion de los mecanismos de defensa de las plantas
permite la colonizacion, replicacion y permanencia de miembros de la familia
Enterobacteriaceae en el tejido vegetal (Zarkani & Schikora, 2021). En conjunto, estos
resultados indican que la colonizacion por miembros de la familia Enterobacteriaceae puede
impactar la inocuidad y vida de anaquel de los frutos. Se requieren estudios adicionales para
elucidar los mecanismos que regulan la interaccion fruto-Enterobacteriaceae en la planta del

tomate.
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Figura 22. Cuantificacion relativa de Enterobacteriaceae y su correlacion con
parametros de calidad de frutos de tomate cosechados del sistema de fertilizacién
convencional y organico. Estimacion de los a) niveles de Enterobacteriaceae y los
coeficientes de correlacién b) Spearman (rs) y ¢) Kendall (t). UFC: unidades formadoras de

colonia. Asterisco indica diferencias significativas por prueba t de Student con un valor
establecido de P < 0.05.
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%D Firmeza Color (a/b)

- Coeficiente de correlacion -0.451 -0.4641
Valor de P 0.0089 0.0071
Valor de P con permutacion  0.0097 0.006
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VII. CONCLUSIONES

Recientemente se ha mostrado un gran interés por identificar y caracterizar la microbiota
asociada a tejidos vegetales y frutos de interés comercial; todo esto con el objetivo de disefiar
herramientas biotecnoldgicas para mejorar rendimientos y fisiologia poscosecha. Para
generar informacion y contribuir a este fin, en el presente estudio se caracteriz6 la microbiota
asociada a sustratos, raices y frutos de tomate cultivado en sistemas hidropdnicos
convencional y organico. Los resultados del presente trabajo han revelado al menos cuatro

aspectos fundamentales de la interaccién microbiota-planta del tomate.

Se identifico que la microbiota central de las plantas de tomate esta constituido por nueve
filos bacterianos, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes,
Planctomycetes, Proteobacteria, Saccharibacteria, y Verrucomicrobia; de los cuales,
Proteobacteria es el mas abundante, representando >50% de la microbiota total de los
diferentes tejidos analizados. El presente trabajo también revel6 que seis familias bacterianas,
Bacillaceae, Microbacteriaceae, Nocardioidaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae
y Sphingomonadaceae integran la microbiota central de los sustratos, raices y frutos de

tomate.

El presente trabajo también aporta informacion referente a la posible participacion de la
microbiota bacteriana en la regulacion de la fisiologia y productividad de la planta de tomate.
En el sistema de produccion de tomate organico se observé un menor crecimiento de la planta
y un namero menor de racimos cosechados. Esta baja en los pardmetros de produccion se
asocio a potenciales marcadores microbioldgicos en sustratos y raices del sistema organico;
especificamente, a un aumento en miembros de la familia Flavobacteriaceae y a una
reduccion ~ en  Bradyrhizobiaceae, = Caulobacteraceae, 'y  Chitinophagaceae
Erythrobacteraceae, Nocardioidaceae y Streptomycetaceae. El estudio y desarrollo de

estrategias biotecnoldgicas enfocadas a regular la abundancia relativa de estos grupos
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bacterianos podria ser fundamental para mejorar la productividad de sistemas organicos

documentada en el presente estudio.

El andlisis de la microbiota de frutos de tomate, revelé que miembros de la familia
Enterobacteriaceae son parte de la microbiota central del tomate; la ocurrencia y abundancia
de esta familia bacteriana podria ser un potencial marcador microbiol6gico asociado a la
inocuidad y vida de anaquel del fruto. Especificamente, se observé que la disminucion de la
firmeza y color podria estar relacionada a la abundancia relativa de miembros de la familia
Enterobacteriaceae. Estos resultados y numerosos estudios publicados sugieren que este
grupo bacteriano puede regular la fisiologia poscosecha del fruto de tomate; resaltando el
potencial biotecnoldgico para desarrollar estrategias enfocadas a regular la colonizacién y

proliferacion de miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Finalmente, el presente estudio documenta, hasta el mejor de nuestro conocimiento, la
primera evidencia de la diversidad, estructura y abundancia de la microbiota asociada a
sustratos, raices y frutos de tomate, y su impacto en la productividad en sistemas
hidroponicos con fertilizacion convencional y organica. Estos resultados son fundamentales
para el estudio y desarrollo de estrategias biotecnoldgicas enfocadas a mejorar la produccion

y sustentabilidad del cultivo de tomate.
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