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ABSTRACT 
 
Tree roots are associated with a high diversity of microorganisms that play key roles in soil 
fertility and plant nutrition and health. Here we examine the composition and diversity of 
bacterial community in ectomycorrhizal root (ECR) and their ectomycorrhizosphere (EMR) 
of the Neotropical tree Pinus montezumae inoculated with Laccaria laccata and Hebeloma 
mesophaeum, applied alone or co-inoculated with Azospirillum brasilense. For this, we 
used a 16S rRNA gene metabarcoding-sequencing approach in samples of ECR and EMR 
that were collected nine-months after inoculation in greenhouse. A total of 943 Operational 
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Taxonomic Units (OTU) were differentiated and grouped in 32 bacterial phyla. The most 
abundant phyla were Proteobacteria (67%) and Actinobacteria (20.7%). Bacterial 
communities were structured in ECR and EMR (Anosim, R=0.77, P≤0.005), and were 
more diverse in EMR than ECR (Shannon-Weaver of 4.2 and 3.6, and Simpson inverse of 
33.7 and 16.7, respectively). The abundance of Pseudomonas, Actinoplanes and 
Salinibacterium were promoted with L. laccata, while with H. mesophaeum an OTU from 
Burkholderiaceae was prominent. Our results showed that the ectomycorrhizal fungi 
strongly shaped the composition of the bacterial communities associated with roots of P. 
montezumae.  
 
Keywords: metabarcoding, ectomycorrhizal symbiosis, native mushrooms, neotropics, 
microbiome 
 

RESUMEN 
 
Las raíces de los árboles están asociadas con una gran diversidad de microorganismos 
que desempeñan funciones clave en la fertilidad del suelo y la nutrición y salud de las 
plantas. Se examinó la composición y diversidad de la comunidad bacteriana en la raíz 
ectomicorrízica (ECR) y su ectomicorrizosfera (EMR) del árbol neotropical Pinus 
montezumae inoculado con Laccaria laccata y Hebeloma mesophaeum, aplicados solos 
o coinoculados con Azospirillum brasilense. Se utilizó un método de secuenciación de 
metabarcodes del gen 16S ARNr en muestras de ECR y EMR recolectadas nueve meses 
después de la inoculación en invernadero. Se encontró un total de 943 Unidades 
Taxonómicas Operativas (OTU) que se agruparon en 32 phyla bacterianos. Proteobacteria 
(67%) y Actinobacteria (21%) fueron los phyla más abundantes. Las comunidades 
bacterianas se estructuraron en ECR y EMR (Anosim, R=0.77, P≤0.005), y fueron más 
diversas en EMR que ECR (Shannon-Weaver de 4.2 y 3.6, e inverso de Simpson de 33.7 
y 16.7, respectivamente). Con L. laccata se promovió la abundancia de Pseudomonas, 
Actinoplanes y Salinibacterium, mientras que con H. mesophaeum una OTU de 
Burkholderiaceae fue prominente. Los resultados mostraron que los hongos 
ectomicorrízicos modelaron fuertemente la composición de las comunidades bacterianas 
asociadas con las raíces de P. montezumae. 
 
Palabras clave: metabarcodes, simbiosis ectomicorrízica, hongos nativos, neotrópico, 
microbioma  
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
Las raíces de los árboles están asociadas con una gran diversidad de microorganismos 
que desempeñan funciones clave en la fertilidad del suelo, la nutrición y la salud de las 
plantas. La actividad microbiana apoyada directamente por los exudados de las raíces 
crea la llamada rizosfera (Vandana et al., 2021). Los hongos ectomicorrízicos (HEM) son 
habitantes naturales de la rizosfera y establecen una simbiosis mutualista con la mayoría 
de las plantas leñosas de los bosques templados (Pérez-Moreno & Read, 2004). Estos 
hongos desempeñan funciones ecofisiológicas que son de suma relevancia a nivel 
ecosistémico, ya que facilitan la absorción de nutrimentos y agua requeridos por la planta, 
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a cambio de azúcares proveídos a través de la fotosíntesis (Shirakawa et al., 2019). Las 
raíces ectomicorrízicas (ECR) desarrollan en el córtex una estructura conocida como red 
de Hartig desde donde se realiza el intercambio de nutrimentos entre el hongo y la planta 
(Galindo-Flores et al., 2015). Además, en la superficie de la ECR se desarrolla una red de 
micelio que se extiende en el suelo circundante, amplía el área de exploración de las 
raíces y crea un área de influencia llamada ectomicorrizosfera (EMR) (Uroz et al., 2012). 
Los dos compartimentos presentan una amplia variedad de bacterias, algunas de las 
cuales pueden otorgar beneficios adicionales a las plantas (Izumi & Roger, 2011; 
Marupakula et al., 2016). Por consiguiente, es de gran interés comprender la composición 
y diversidad de bacterias en estos compartimentos ectomicorrízicos (Deveau, 2016; 
Obase, 2019). 
Las bacterias que se encuentran en la ECR y EMR pueden movilizar nutrientes para las 
plantas hospederas. Calvaruso et al. (2007) aislaron bacterias que movilizan fósforo y 
hierro en la EMR formada por Quercus petraea y Scleroderma citrinum. Asimismo, algunas 
bacterias mejoran el establecimiento de las micorrizas, las denominadas bacterias 
auxiliares de la micorriza (MHB, por sus siglas en inglés) (Garbaye, 1994; Gupta & 
Chakraborty, 2020). Las MHB son miembros de muchos taxones y géneros bacterianos, 
tales como Proteobacteria (Azospirillum, Agrobacterium, Azotobacter, Burkholderia, 
Bradyrhizobium, Enterobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Rhizobium); Firmicutes 
(Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus) y Actinomycetes (Rhodococcus, Streptomyces, 
Arthrobacter) (Frey-Klett & Garbaye, 2005; Frey-Klett et al., 2007). Algunas MHB, como 
Pseudomonas fluorescens, promueven la colonización de Laccaria bicolor incluso con 
dosis bajas (2x103 UFC g DM-1) de inóculo bacteriano (Frey-Klett et al., 1997). Labbé et 
al. (2014) aislaron 21 cepas de Pseudomonas de la ECR de Populus deltoides, de las 
cuales 19 tuvieron un efecto positivo en el crecimiento, la arquitectura del micelio y la 
colonización de L. bicolor. Además, algunas bacterias asociadas a las ectomicorrizas 
están involucradas en la supresión de fitopatógenos del suelo mediante la liberación de 
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, lo que a su vez modifica la 
estructura y la composición de la comunidad microbiana (Caravaca et al., 2015; Shirakawa 
et al., 2019). 
México es reconocido como el segundo centro de diversificación de pinos en el mundo, 
con 52 especies de pinos (Manzanilla-Quiñones et al., 2019). Sin embargo, en nuestro 
país los bosques templados han disminuido drásticamente su extensión debido a la 
deforestación y el cambio de uso del suelo (Rosete-Vergés et al., 2014). La reforestación 
adquiere un carácter de urgente debido a que estos ecosistemas son vitales para la 
existencia humana. Entre las especies de pinos que se utilizan con este propósito destaca 
Pinus montezumae, que es de rápido crecimiento y buena madera, por lo que ocupa un 
lugar preponderante en la producción de plantas en vivero con fines de reforestación, 
principalmente en las zonas centro y sureste del país (Manzanilla-Quiñones et al., 2019). 
El carácter obligado de la ectomicorriza para los árboles con los que se asocia hace 
necesario su uso en la reforestación. Por consiguiente, es esencial realizar la 
micorrización de las plantas en la fase de vivero para lograr el éxito de su establecimiento 
en el campo (Carrasco-Hernández et al., 2018). 
La inoculación de HEM comestibles es una alternativa importante para mejorar el 
crecimiento de árboles forestales nativos. La comestibilidad se incluye como uno de los 
principales criterios de selección de HEM para inocular las plantas hospedantes 
compatibles porque brindan servicios ulteriores más allá de la producción de madera 
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(Pérez-Moreno et al., 2020, 2021). Entre los HEM comestibles se encuentran Laccaria 
laccata y Hebeloma mesophaeum, los cuales tienen amplia abundancia e importancia 
biocultural en el centro de México (Carrasco-Hernández et al., 2018), en donde se venden 
en mercados y se utilizan como alimento (Pérez-Moreno et al., 2008; Carrasco-Hernández 
et al., 2015). Sin embargo, se ha informado que el consumo de H. mesophaeum puede 
ser tóxico (CBG, 2020) y causar irritación gastrointestinal e incluso necrosis hepática 
(Fernández-Armendáriz et al., 2022). Varios estudios mostraron que algunas especies de 
pinos neotropicales responden a la inoculación con HEM comestibles nativos y 
generalmente tienen un mayor crecimiento en comparación con las plantas no inoculadas 
(Méndez-Neri et al., 2011; Carrasco-Hernández et al., 2011; Martínez-Reyes et al., 2012). 
Además, Barragán-Soriano et al. (2022), encontraron un efecto sinérgico de la 
coinoculación de L. laccata y A. brasilense en el crecimiento de P. montezumae. Sin 
embargo, no se conoce cómo los compartimentos ectomicorrízicos, ECR y EMR, dan 
forma a los microbiomas de especies de árboles neotropicales inoculados con HEM. 
Por lo anterior, es necesario desarrollar estudios para conocer la composición y diversidad 
de las comunidades de bacterias asociadas con las ectomicorrizas de árboles forestales 
neotropicales, con particular atención en las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, 
por su importancia en la reforestación y la restauración productiva de los bosques 
templados de nuestro país. Se conoce que la mayoría de los microorganismos del suelo 
no se pueden cultivar con técnicas convencionales de laboratorio (Riesenfeld et al., 2004). 
El desarrollo de métodos independientes del cultivo, como la metagenómica, ha abierto la 
posibilidad de estudiar la estructura poblacional de la mayoría de los microorganismos del 
suelo. La metagenómica comprende el análisis genómico total de una muestra ambiental 
y ofrece la oportunidad de evaluar las comunidades bacterianas (Bonfante & Anca, 2009; 
Luo et al., 2014). En el presente trabajo se utilizó un método de secuenciación de 
metabarcodes del gen 16S ARNr, con el objetivo de analizar la composición y diversidad 
de la comunidad bacteriana asociada con la raíz ectomicorrízica (ECR) y su 
ectomicorrizosfera (EMR) del árbol neotropical P. montezumae inoculado con L. laccata y 
H. mesophaeum, aplicados solos o coinoculados con la bacteria auxiliar de la micorriza A. 
brasilense, en condiciones de invernadero.  
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Condiciones experimentales 
 
Las semillas de P. montezumae se recolectaron en la comunidad de Piedra Canteada, 
Nanacamilpa, Tlaxcala, en el centro de México. Las semillas se trataron con H2O2 al 30% 
durante 20 min antes de ser sembradas. Los inóculos de H. mesophaeum y L. laccata se 
prepararon con esporas obtenidas del píleo, el cual fue deshidratado a 35 oC y triturado 
en un molino eléctrico con malla de 1 mm de apertura. La cepa bacteriana de A. brasilense 
se cultivó en caldo nutritivo Merck®, luego se centrifugó y el sedimento se recuperó en 
agua destilada estéril y se ajustó a una concentración de 108 UFC mL-1 (Barragán-Soriano 
et al., 2018). El sustrato para el cultivo de las plantas consistió en una mezcla de arena, 
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corteza y tierra de bosque en proporción 2:2:1. Las semillas se sembraron en tubos de 
plástico negro de 125 cm3 que contenían el sustrato. 
Se evaluaron seis tratamientos de inoculación a las plantas: 1) sin inoculación (NI); 2) con 
A. brasilense (AB); 3) con L. laccata (LL); 4) con H. mesophaeum (HM); 5) con L. laccata 
y A. brasilense (LL+AB); y 6) con H. mesophaeum y A. brasilense (HM+AB). Cada planta 
se inoculó con una concentración de 107 a 108 esporas de L. laccata o H. mesophaeum, 
y/o con 3 mL de la suspensión bacteriana de A. brasilense. Las plantas se cultivaron en 
invernadero sin fertilización adicional. A los nueve meses se recolectaron muestras de la 
raíz ectomicorrízica (ECR) y de la ectomicorrizosfera (EMR) de cuatro plantas dentro de 
los diferentes tratamientos en condiciones axénicas y se elaboró una muestra compuesta 
de cada tratamiento. La ECR se separó de la raíz principal utilizando tijeras y pinzas 
estériles, y la EMR se obtuvo del suelo adherido a ésta por medio de una agitación 
mecánica; ambas se conservaron en muestras separadas a -20 oC para la posterior 
extracción de ADN para una secuenciación de alto rendimiento.  
 
2.2 Generación de bibliotecas genómicas del gen 16 ARNr 
 
El ADN metagenómico se extrajo de las muestras ECR y EMR (0.5 g) con el kit de 
aislamiento de ADN del suelo (MoBio Laboratories Inc) de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. La calidad del ADN se analizó por electroforesis en gel 
de agarosa al 1 %. La concentración de ADN (ng/μl) y las proporciones 260/280 y 260/230 
se registraron con un espectrofotómetro a 285 nm (Thermo Fisher Nanodrop 2000). La 
amplificación del gen 16S ARNr se realizó mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en termociclador (Professional Thermocycler 
BIOMETRA), con 30 ciclos de reacción. La mezcla de reacción de la PCR contenía 1 μL 
de 10X Ex Taq Buffer (Takara), 0.8 μL de dNTPs 2.5 mM (Takara), 0.2 μL de cada primer 
(CGO465R, 5´ CAGGATTAGATACCCTGGTAG 3´, y CGO465F, 5´ 
CTCCTACGGGAGGCAGCAG 3´), 0.05 μL de Polimerasa (Ex Taq HS 250U 50U μL-1) y 
20 ng de ADN en 10 μL de volumen final. La amplificación se llevó a cabo con las 
siguientes condiciones: 5 min a 95 °C; 30 ciclos de 94 °C durante 30 s; 55.3 °C durante 
30 s; 72 °C durante 30 s; 72 °C durante 5 min; y 5 min a 4 °C para enfriar. Se combinaron 
y purificaron tres productos de PCR por muestra con el kit de purificación de PCR QIAquick 
(EXOSAP-IT) según el protocolo del fabricante. Los productos de PCR se analizaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando 1 kbplus como marcador de 
peso molecular, azul de bromocresol como indicador y 5 μl de muestra, a 100 V durante 
45 min. La concentración de ADN resultante se cuantificó con espectrofotómetro a 285 nm 
(Thermo Fisher Nanodrop 2000). La secuenciación de los productos de PCR se realizó 
con secuenciador Illumina por el Laboratorio de Genética del CINVESTAV-Zacatenco. 
 
2.3 Bioinformática y análisis de datos 
 
La calidad de las secuencias de Illumina se verificó con el software Trimmomatic V0.32 
(Bolger et al., 2014) y FastQC v0.11.5 (Andrews, 2016). Se utilizó el software Galaxy en 
línea para convertir el formato de secuencias *.fastq a *.fasta, y la generación de datos 
tabulares (Afgan et al., 2016). Se utilizó el software Mothur (Schloss et al., 2009) para 
eliminar polímeros ambiguos, secuencias duplicadas y quiméricas. Las secuencias se 
agruparon en unidades taxonómicas operativas (OTU, por sus siglas en inglés) en el 
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umbral de similitud del 95 % y se alinearon con la Base Taxonómica de Referencia. Para 
la identificación taxonómica se descargó la base de datos SILVA Release 123.1 (Quast et 
al., 2013). 
La estimación de la riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas se realizó con el 
tamaño de lecturas estandarizado al tamaño de la biblioteca más pequeña utilizando el 
comando submuestra = T del software Mothur; se calcularon el estimador de riqueza 
Chao1 y los índices de diversidad alfa de Shannon-Weaver (H') e inverso de Simpson 
(1/D). El grado de similitud entre cualquier par de comunidades bacterianas se midió con 
el índice de similitud de Sorensen (CC), mediante la ecuación: CC = 2C/(S1 + S2), donde 
S1 es el número total de especies registradas en la primera comunidad, S2 es el número 
total de especies registradas en la segunda comunidad, y C es el número de especies 
comunes a ambas comunidades (Sorensen, 1948). Además, para representar la variación 
de la comunidad bacteriana en un espacio bidimensional (k=2) se utilizó el escalamiento 
multidimensional no métrico (NMDS) basado en la matriz de disimilitud de Bray-Curtis; se 
midió la bondad de ajuste de la regresión y se obtuvo el estrés. Se probaron diferencias 
significativas de la matriz de distancia entre compartimentos ectomicorrízicos mediante 
una prueba estadística no paramétrica (Anosim); las muestras se agruparon con la función 
ordiellipse, y la contribución de las especies a la variación entre grupos se obtuvo con la 
función simper. Finalmente, se generó un mapa de calor de la abundancia relativa de los 
81 OTU principales. Los análisis fueron realizados con los paquetes Vegan y ggplots en 
R (Dixon, 2003). 
 
 
3. RESULTADOS 
 
3.1 Composición de las comunidades bacterianas 
 
De las muestras analizadas se obtuvieron un total de 915 unidades taxonómicas 
operativas (OTU) que se clasificaron en 32 phyla bacterianos (Fig. 1), con 64 clases, 211 
familias y 615 géneros clasificados. El phylum más abundante fue Proteobacteria (67% ± 
10.6) que estuvo dominado por la clase Alphaproteobacteria (58.7 ± 6.9 %) y en menor 
medida por Betaproteobacteria (5.4 ± 9.0 %), así como Gamma-, Delta- y Epsilon-
proteobacteria (2.9 ± 2.6 %). Las bacterias fijadoras de N de los géneros Azospirillum, 
Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium, así como Pseudolabrys, Devosia, 
Hyphomicrobium y Sphingomonas, fueron abundantes en Alphaproteobacteria, y los 
géneros Burkholderia y Pseudomonas en Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria, 
respectivamente. El segundo phylum en abundancia relativa fue Actinobacteria (20.7 ± 
11.1 %), con predominio de los géneros Nocardioides, Actinoplanes y Salinibacterium. Los 
dos phyla principales mostraron la tendencia a un cambio en abundancia relativa en los 
tratamientos de inoculación con HEM. Con HM y LL, la abundancia de proteobacterias fue 
78.0 ± 10.9 y 52.4 ± 1.2 %, mientras que de actinobacterias fue 10.3 ± 2.4 y 36.8 ± 5.5 %, 
respectivamente.  
También se encontraron los phyla Chloroflexi, Acidobacteria, Gemmatimonadetes y 
Saccharibacteria (4.3 ± 2.8, 1.2 ± 1.5, 0.8 ± 0.7 y 0.8 ± 0.5 %, respectivamente) 
principalmente en EMR; así como Bacteroidetes y Firmicutes (2.5 ± 0.9 y 1.8 ± 1.3 %, 
respectivamente) principalmente en ECR de plantas no inoculadas. Otros phyla (WCHB1-
60, Armatimonadetes, Gracilibacteria, Hydrogenelents, Latescibacteria, Lentisphaerae, 
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Nitrospirae, SHA-109, SM2F11, Synergistetes, Thermotogae, TM6, Cyanobacteria, 
Fibrobacteres, Elusimicrobia, Verrucomicrobia, Spirochaetae, Plactomycetes, 
Chlamydiae, Deino coco -Thermus, Fusobacteria, Tenericutes Chlorobi y Unclassified), 
tuvieron una abundancia relativa muy baja (0.8 ± 0.5 %). 
 
 
 

 
 
Fig. 1. Abundancia relativa de los phyla bacterianos dentro de las diferentes comunidades 
(Proteobacteria , Actinobacteria , Chloroflexi , Bacteroidetes , Firmicutes , 
Acidobacteria , Saccharibacteria , Gemmatimonadetes , otros phyla ). 
Abreviaciones: NI= Sin inoculación; AB= A. brasilense; LL= L. laccata; HM= H. 
mesophaeum.  
Fig. 1. Relative abundance of bacterial phyla within the different bacterial communities. 
Abbreviations: NI= Without inoculation; AB= A. brasilense; LL= L. laccata; HM= H. 
mesophaeum. 
 
 
3.2 Riqueza y diversidad de las comunidades bacterianas 
 
El estimador de cobertura estuvo por encima del 97% en todas las muestras, lo que indicó 
que se detectó la mayoría de OTU en el suelo. El número de OTU osciló entre 405 y 470, 
y el estimador Chao1 (S) mostró que la riqueza osciló entre 479 y 615 taxones. El índice 
de Shannon-Weaver (H') tuvo valores de 4.21 ± 0.2 y 3.63 ± 0.4 en EMR y ECR, 
respectivamente; mientras que el Inverso de Simpson (1/D) tuvo valores de 33.7 ± 5.7 y 
16.7 ± 8.9 en EMR y ECR, respectivamente (Tabla 1). Ambos índices indicaron que la 
diversidad de bacterias fue más alta en EMR que ECR. En ECR la diversidad de bacterias 
disminuyó en los tratamientos de inoculación.  
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Tabla 1. Número de secuencias, OTU e índices de diversidad alfa (los valores entre 
paréntesis son intervalos de confianza del 95%).  
Table 1. Number of sequences, OTU and alpha diversity indices (values in parentheses 
are 95% confidence intervals). 
 

Trat.  
No. de 
secuencias 

No. de 
OTU 

Chao 1  
(S) 

Shannon-Weaver 
(H´) 

Inverso de 
Simpson (1/D) 

Raíz ectomicorrízica (ECR) 
NI 88,246 450 539.6 (501 - 607) 4.2 (4.1 - 4.3) 33.6 (33.2 - 34.1) 
AB 74,932 417 540.2 (490 - 623) 3.3 (3.2 - 3.4) 9.7 (9.5 - 9.8) 
LL 97,512 443 520.0 (488 - 574) 3.6 (3.6 - 3.7) 16.8 16.6 - 17.0) 
HM 59,097 410 524.0 (478 - 598) 3.6 (3.5 - 3.6) 16.0 15.7 - 16.2) 
LL+AB 72,109 450 543.8 (506 - 604) 3.8 (3.8 - 3.9) 15.3 15.0 - 15.6) 
HM+AB 96,769 415 524.4 (481 - 596) 3.1 (3.1 - 3.2) 9.0 (8.9 - 9.1) 
Ectomicorrizosfera (EMR) 
NI 43,458 405 479.0 (447 - 533) 4.2 (4.2 - 4.3) 33.6 (33.0 - 34.2) 
AB 62,470 423 523.1 (481 - 595) 4.0 (4.0 - 4.1) 27.4 (26.9 - 27.8) 
LL 56,891 447 615.0 (548 - 725) 4.3 (4.3 - 4.4) 42.7 (42.2 - 43.3) 
HM 41,967 432 501.6 (472 - 551) 4.2 (4.1 - 4.2) 29.5 (28.9 - 30.1) 
LL+AB 71,722 459 578.8 (530 - 658) 4.1 (4.0 - 4.1) 31.2 (30.8 - 31.6) 
HM+AB 55,809 470 523.6 (500 - 564) 4.3 (4.2 - 4.3) 37.7 (37.2 - 38.3) 
ECR 488,665 773 532.0 (491 - 600) 3.6 (3.6 - 3.7) 16.7 (16.4 - 16.9) 
EMR 332,317 755 536.9 (496 - 604) 4.2 (4.2 - 4.3) 33.7 (33.1 - 34.2) 
Para el significado de las abreviaciones ver la Fig. 1. 
 
 
El índice de similitud de Sorensen (CC) presentó valores entre 0.66 y 0.79 para las 
diferentes comparaciones por pares entre las muestras (Tabla 2). La similitud más baja se 
encontró en las comparaciones entre muestras de ECR y EMR (por ejemplo, LL+AB en 
ECR vs. NI en EMR = 0.66), mientras que las similitudes más altas fueron para los pares 
de muestras inoculadas con HEM vs. las coinoculadas con HEM más A. brasilense, tanto 
en ECR (LL vs. LL+AB = 0.74; HM vs. HM +AB =0.74) como en EMR (LL vs. LL+AB =0.79; 
HM vs. HM+AB = 0.76); así como en pares de muestras no inoculadas vs. las inoculadas 
solo con A. brasilense (NI vs. AB = 0.74 en ECR, y NI vs. AB = 0.75 en EMR). Esto sugiere 
que la inoculación de A. brasilense tuvo poca influencia en la comunidad bacteriana de 
raíces con y sin inoculación de HEM.  
 
 
 
 
 



 
 

9 
 Álvarez-Solis et al.  / Mexican Journal of Biotechnology 2024, 9(3):1-19 

Tabla 2. Índices de similitud de Sorensen (abajo a la izquierda) y número de OTU comunes 
(arriba a la derecha) para las comparaciones por pares de tratamientos usando todas las 
OTUs de las muestras analizadas.  
Table 2. Sorensen similarity indices (lower-left) and number of common OTU (upper-right) 
for pairwise comparisons of treatments using all OTUs of the analyzed samples.  
 
 Raíz ectomicorrízica (ECR)  Ectomicorrizosfera (EMR) 
Tratamiento NI AB LL HM LL+AB HM+AB  NI AB LL HM LL+AB HM+AB 
 NI 1.0 323 311 303 317 301  306 323 319 311 325 321 
 AB 0.74 1.0 299 291 296 290  291 314 309 305 307 315 
E LL 0.70 0.70 1.0 298 332 314  299 306 340 302 333 329 
C HM 0.70 0.70 0.70 1.0 291 397  285 286 305 302 309 316 
R LL+AB 0.70 0.68 0.74 0.68 1.0 303  283 295 315 299 332 306 

 HM+AB 0.70 0.70 0.73 0.74 0.70 1.0  280 282 319 304 313 313 
 NI 0.71 0.71 0.71 0.70 0.66 0.68  1.0 312 313 311 315 320 
 AB 0.74 0.75 0.71 0.69 0.68 0.67  0.75 1.0 313 308 322 327 
E LL 0.71 0.72 0.76 0.71 0.70 0.74  0.73 0.72 1.0 329 360 344 
M HM 0.70 0.72 0.69 0.72 0.68 0.72  0.74 0.72 0.75 1.0 331 342 
R LL+AB 0.71 0.70 0.74 0.71 0.73 0.72  0.73 0.73 0.79 0.74 1.0 350 
 HM+AB 0.70 0.71 0.72 0.72 0.67 0.71  0.73 0.73 0.75 0.76 0.75 1.0 
Para el significado de las abreviaciones ver la Fig. 1. 
 
El NMDS indicó que las comunidades bacterianas exhibieron una separación distinta entre 
los compartimentos ECR y EMR (estrés = 0.069; Anosim, R = 0.776, P ≤ 0.005, Fig. 2a-
b). Asimismo, la agrupación jerárquica de las 81 OTU más abundantes (18.6 % del total 
de OTU) con más de 1000 secuencias cada una, generó un dendrograma que muestra la 
similitud en la composición de especies, en el que ECR y EMR se diferenciaron como los 
dos grupos principales (Fig. 2c). Las 81 OTU incluyeron 86.3 % del total de secuencias 
obtenidas, de las cuales, cuatro OTU con 22.0 % del total de secuencias no fueron 
clasificadas a nivel de género. Como se puede observar en el mapa de calor (Fig. 2c), las 
OTU001 y OTU002, pertenecientes a Rhizobiales y Actinobacteria, fueron más 
abundantes en ECR de plantas inoculadas con LL+AB y HM+AB, respectivamente; la 
OTU033 de la familia Rhizobiaceae fue común en ECR; pero la OTU036 de la familia 
Burkholderiaceae fue prominente en ECR inoculada con HM. Los doce géneros más 
abundantes se muestran en la Fig. 3; Hyphomicrobium, Devosia y Variibacter fueron 
comunes en EMR, mientras que Rhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium en ECR; 
Burkholderia y Azospirillum fueron abundantes en NI y AB, respectivamente; pero 
Pseudomonas, Actinoplanes y Salinibacterium fueron prominentes en plantas inoculadas 
con LL. 
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Fig. 2. Gráfico de estrés (a), escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (b), y 
dendrograma con mapa de calor (c), que muestran el agrupamiento jerárquico de 
tratamientos alrededor de ECR (raíz ectomicorrízica) y EMR (ectomicorrizosfera); NI= Sin 
inoculación ( ); AB= A. brasilense ( ); LL= L. laccata ( ); HM= H. mesophaeum ( ); 
LL+AB= L. laccata y A. brasilense ( ); HM+AB= H. mesophaeum y A. brasilense ( ). 
Fig. 2. Stress plot (a), Non-metric multidimensional scaling (NMDS) (b), and dendrogram 
with heatmap (c), showing hierarchical clustering of treatments around ECR 
(ectomycorrhizal root) and EMR (ectomycorrhizosphere).  
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Fig. 3. Abundancia relativa de los doce géneros bacterianos más abundantes dentro de 
las diferentes comunidades bacterianas (de abajo hacia arriba y de mayor a menor 
abundancia: Pseudolabrys, Azospirillum, Burkholderia, Hyphomicrobium, Nocardioides, 
Devosia, Mesorhizobium, Variibacter, Salinibacterium, Bradyrhizobium, Pseudomonas, 
Actinoplanes). Abreviaciones: NI = Sin inoculación; AB = A. brasilense; LL = L. laccata; 
HM = H. mesophaeum. 
Fig. 3. Relative abundance of the twelve most abundant bacterial genera within the 
different bacterial communities. Abbreviations: NI = Without inoculation; AB = A. 
brasilense; LL = L. laccata; HM = H. mesophaeum. 
 
 
4. DISCUSIÓN 
 
Encontramos un microbioma bacteriano asociado con las raíces de P. montezumae 
compuesto por un total de 943 unidades taxonómicas operativas (OTU) que fueron 
clasificadas en 32 phyla bacterianos. Las comunidades estuvieron dominadas por 
Proteobacteria y Actinobacteria, y en menor medida por Chloroflexi, Bacteroidetes, 
Firmicutes y Acidobacteria. Otros estudios también encontraron que estos phyla 
bacterianos dominaron las comunidades de bacterias en raíces ectomicorrízicas (Uroz et 
al., 2012; Marupakula et al., 2016; Li et al., 2017, 2018). Las proteobacterias incluyen una 
alta diversidad de bacterias relacionadas con los ciclos del carbono, nitrógeno y azufre 
(Kersters et al., 2006). Se ha observado que en suelos con un alto contenido de 
nutrimentos fácilmente disponibles se muestra una selección positiva para Proteobacteria 
(Torsvic & Ovreas, 2002). Por el contrario, las actinobacterias están especializadas en la 
degradación de fuentes de C relativamente complejas y recalcitrantes (Montecchia et al., 
2015). Dentro de Proteobacteria, los géneros más comunes que se encontraron en este 
trabajo fueron Hyphomicrobium, Devosia, Mesorhizobium y Bradyrhizobium del orden 
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Rhizobiales, así como Azospirillum, Burkholderia y Pseudomonas de los órdenes 
Rhodospirillales, Burkholderiales y Pseudomonadales, respectivamente. Dentro de 
Actinobacteria, los principales géneros fueron Salinibacterium y Actinoplanes 
pertenecientes a Micrococcales, y Nocardioides a Propionibacteriales. La mayoría de 
estos géneros bacterianos incluyen especies con cepas que son MHB (Garbaye, 1994; 
Frey-Klett & Garbaye, 2005; Frey-Klett et al., 2007; Caravaca et al., 2015); también con 
algunas especies que llevan a cabo la fijación biológica de N, solubilización de P, 
producción de sideróforos/quelación de Fe, producción de antibióticos y supresión natural 
de fitopatógenos del suelo (Caravaca et al., 2015; Marupakula et al., 2016; Bhatti et al., 
2017; Vandana et al., 2021). 
La abundancia relativa de los phyla bacterianos principales mostró una tendencia 
asociada con la inoculación de los HEM. Con H. mesophaeum (HM) se promovió la 
abundancia de Proteobacteria, mientras que con L. laccata (LL) de Actinobacteria, tanto 
en ECR como en EMR. Dentro de proteobacterias un género no identificado de la familia 
Burkholderiaceae fue prominente en ECR inoculada con HM; mientras que para 
actinobacterias, los géneros Actinoplanes, Salinibacterium y Nocardioides, además de 
Pseudomonas, fueron abundantes en raíces inoculadas con LL. El efecto diferencial de 
los HEM sobre las comunidades bacterianas ha sido observado en otros trabajos (Izumi 
& Roger, 2011; Marupakula et al., 2016). Sin embargo, la alta abundancia de la OTU036 
de Burkholderiaceae en la ECR de HM requiere de una consideración adicional debido a 
que esta familia es extremadamente diversa y contiene once géneros, entre los que se 
encuentra Burkholderia (Coenye, 2014). El género Burkholderia, con cerca de 100 
especies, es ubicuo y bifuncional; algunas de sus especies pueden establecer simbiosis 
mutualista con plantas, fijar el nitrógeno atmosférico, sintetizar substancias promotoras del 
crecimiento vegetal, solubilizar el fósforo del suelo y controlar patógenos de plantas; 
mientras que otras de sus especies pueden ser patogénicas en plantas, animales y 
humanos (Espinosa-Victoria et al., 2020). Entre las especies patogénicas en humanos se 
ha identificado a Burkholderia pseudomallei como agente causal de melioidosis (Coenye, 
2014; Espinosa-Victoria et al., 2020). De manera interesante, nuestros resultados también 
mostraron que Burkholderia fue prominente en el control sin inoculación y disminuyó en 
los tratamientos de inoculación con HEM. Por lo anterior, es importante profundizar el 
conocimiento del microbioma de HM y su ECR, que aborden el posible efecto tóxico, tanto 
del hongo como de la bacteria que favorece.  
El cambio en la composición bacteriana entre especies de HEM se ha explicado debido a 
diferencias en los flujos de carbono y nutrientes, así como por la producción de sustancias 
antibióticas, metabolitos secundarios o moléculas de señalización producidas por los HEM 
(Izumi & Roger, 2011; Marupakula et al., 2016; Deveau, 2016). Sin embargo, el cambio 
observado en este trabajo también puede ser debido al microbioma de los cuerpos 
fructíferos de los HEM (Quandt et al., 2015; Bahram et al., 2018). Pent et al. (2017) 
caracterizaron las comunidades bacterianas en cuerpos fructíferos de ocho géneros de la 
clase Agaricomycetes (Basidiomycota). Estos autores descubrieron que la identidad 
fúngica fue uno de los principales determinantes de la estructura de las comunidades 
bacterianas. En estos hongos se detectaron 446 OTU bacterianas que se asignaron a 
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia 
y Planctomycetes (Pent et al., 2017). Además, Proteobacteria y las clases Actinobacteria 
y Sphingobacteria dominaron la comunidad bacteriana en el peridio de Elaphomyces 
granulatus (Quandt et al., 2015). Otros estudios mostraron la complejidad del microbioma 



 
 

13 
 Álvarez-Solis et al.  / Mexican Journal of Biotechnology 2024, 9(3):1-19 

y la compartimentalización de la comunidad microbiana en los cuerpos fructíferos de Tuber 
pseudohimalayense (Liu et al., 2021a), Tricholoma matsutake (Liu et al., 2021b), 
Thelephora ganbajun (Liu et al., 2021c), y Tuber indicum (Liu et al., 2021d). Por lo tanto, 
es de esperar que las comunidades bacterianas difieran debido a la especie de hongo 
involucrada en la simbiosis ectomicorrízica. 
Los índices de diversidad de Shannon-Weaver (H') y el Inverso de Simpson (1/D) 
mostraron que las comunidades bacterianas fueron más diversas en EMR que en ECR. 
La diversidad de bacterias asociadas con ECR disminuyó en las plantas que fueron 
inoculadas con HEM, con o sin A. brasilense, en relación con el control sin inoculación 
(NI). Este resultado está de acuerdo con los hallazgos de Li et al. (2017), quienes 
observaron que la diversidad bacteriana de la raíz ectomicorrízica de P. armandii fue 
menor en comparación con el suelo circundante. El efecto diferencial de ECR y EMR sobre 
la diversidad de bacterias puede ser explicado debido a los exudados y biomoléculas que 
son producidos por las raíces de la planta y las hifas de los HEM, los cuales ejercen una 
influencia selectiva sobre las poblaciones de bacterias (Vandana et al., 2021). Asimismo, 
el índice de similitud de Sorensen (CC) mostró que la inoculación de A. brasilense tuvo 
una influencia menor en la composición de las comunidades bacterianas en las raíces con 
HEM; no obstante, hubo un incremento en la abundancia relativa de Azospirillum en ECR 
de plantas que fueron inoculadas con esta bacteria.  
Por otra parte, el escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) mostró una diferencia 
significativa entre los compartimentos ECR y EMR (Anosim, R = 0.776, P ≤ 0.005). Como 
lo muestran los tamaños de elipse de las coordenadas, las comunidades de EMR tuvieron 
una menor dispersión que las de ECR, lo que indica que la estructura de la comunidad 
bacteriana aumentó en ECR en relación con EMR. La función simper del paquete Vegan 
en R, mostró que hubo una similitud de 61 % entre ambos compartimentos 
ectomicorrízicos; asimismo, la contribución de los géneros bacterianos más comunes a la 
disimilitud general promedio de Bray-Curtis (NMDS) mostró que hubo una mayor 
frecuencia relativa de Azospirillum, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, 
Actinoplanes y Rhizobium en ECR que en EMR (P ≤ 0.01), mientras que Pseudolabrys, 
Hyphomicrobium, Devosia y Variibacter fueron más abundantes en EMR que en ECR (P 
≤ 0.01). Por el contrario, Pseudomonas, Salinibacterium, Nocardioides y Sphingomonas 
no difirieron entre ECR y EMR. Es de destacar que Rhizobiales fue el orden más común 
en los tratamientos de muestreo con el 41 % del total de secuencias y representó el 70 % 
de la clase Alfaproteobacteria. Este orden se encontró altamente representado en raíces 
ectomicorrízicas de árboles forestales (Wagner et al., 2019); asimismo, Bradyrhizobium y 
Rhizobium fueron los miembros más comunes en la comunidad bacteriana de raíces 
ectomicorrízicas de L. laccata en una plantación de castaño (Castanea crenata) (Obase, 
2019). Por lo anterior, es notable que los principales géneros de bacterias fijadoras de 
nitrógeno hayan tenido un lugar con significancia estadística dentro de la comunidad 
bacteriana asociada con la raíz ectomicorrízica de P. montezumae. Estudios adicionales 
son necesarios para profundizar en el conocimiento de las interacciones entre los HEM y 
las bacterias fijadoras del nitrógeno, por la importancia de estos grupos funcionales de 
microorganismos en la promoción del crecimiento vegetal.  
Se encontró que la estructura de la comunidad bacteriana fue diferente en los 
compartimentos ECR y EMR, con una mayor diversidad en EMR que en ECR, en donde 
los HEM modelaron fuertemente la composición de la comunidad bacteriana. La 
inoculación de L. laccata promovió la abundancia de Pseudomonas, Salinibacterium y 
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Actinoplanes, mientras que H. mesophaeum indujo la presencia de un género bacteriano 
no identificado de la familia Burkholderiaceae. Hasta donde sabemos, este es el primer 
estudio de los cambios en el microbioma originados por la inoculación de HEM comestibles 
en un árbol hospedero neotropical. Sin embargo, se necesitan más estudios para tener 
conocimientos más profundos de la relevancia ecosistémica funcional de los microbiomas 
asociados con las raíces ectomicorrrízicas y su ectomicorrizosfera, principalmente en 
ecosistemas tropicales. 
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