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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé a partir de muestras de suelo de plantas de maiz
que fueron tratadas con novedosos promotores de crecimiento vegetal (PCV)
desarrollados en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla. El efecto que estos compuestos pueden causar en los
microorganismos del suelo ya sea positivamente 0 negativamente aun no se ha
esclarecido, esta investigacion comprende el uso de la secuenciacion masiva para obtener
las secuencias de DNA de toda la comunidad microbiana del suelo asociado a la rizésfera
utilizando herramientas bioinforméticas para realizar un estudio metagenémico de los
datos provenientes de dicha secuenciacion. El proyecto estuvo enmarcado a un estudio
tedrico a nivel informético. Se colectaron muestras de suelo asociado a la rizésfera de
plantas de maiz que previamente fueron tratadas con diferentes promotores de
crecimiento vegetal posterior a la manipulacion y preparacion de las muestras se emple6
la técnica de secuenciacion masiva utilizando la plataforma MiSeq de Illumina en
colaboracién con el Instituto de Ecologia A.C en Xalapa mismo donde se realizaron los

analisis metagendémicos.

Palabras Clave: Metagendmica, aBss4, aBss8/18, PCV, rizésfera, maiz.
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. INTRODUCCION

El suelo es un sistema complejo y dindmico, del cual una gran parte de organismos
depende para existir (Salamone, 2011). Es un gran reservorio de microorganismos como
hongos, protozoos, bacterias y virus entre otros, que establecen relaciones que
contribuyen a las propiedades del suelo (Nogales, 2005). Dentro de este sistema
encontramos a la rizésfera considerada como el volumen de suelo influenciado por las
raices, que a diferencia de otras zonas del suelo se encuentra una alta actividad biologica
pues los exudados radiculares proporcionan nutrientes para los organismos y a su vez,
estos proveen a la planta de nutrientes e incluso le confiere resistencia a patégenos (Berg,
2009; Nannipieri et al., 2003; Rucks et al., 2004).

Existen compuestos llamados fitohormonas que promueven el crecimiento de la planta;
las principales fitohormonas que se conocen son: las auxinas, giberelinas, citocininas,
acido absicico, etileno y recientemente también se ha considerado a los brasinoesteroides
(BR). Estos ultimos han sido de gran interés desde hace unos afios pues inducen una gran
variedad de efectos en las plantas como conferir resistencia a condiciones bioticas y
abioticas adversas, convirtiéndolos en una excelente alternativa para su uso en la
produccion agricola (Garciglia et al., 2012). Se ha revisado el uso de los BR, de sus
analogos y de compuestos en promocion del crecimiento vegetal, incluso de sus
repercusiones en la biota microbiana (Jordan et al., 2006). Sin embargo, con la
microbiologia tradicional no es posible conocer el efecto de estos compuestos sobre la
diversidad microbiana ya que en condiciones de laboratorio solo aproximadamente el 1%
de toda la diversidad microbiana puede aislarse y cultivarse in vitro (Metzker, 2010).

El suelo es probablemente el sistema que se encuentra bajo un mayor nimero de cambios
gque modifican su diversidad microbiana. Este “micro habitat” puede ser estudiado
mediante nuevas técnicas de biologia molecular. Tal es el caso de la metagenémica la
cual estudia la diversidad bacteriana a través de la extraccion de material genético de una
muestra y su posterior secuenciacion (Daniel, 2005). Mediante la aplicacion de esta
tecnologia podemos determinar a los organismos presentes en una muestra bajo

condiciones ambientales especificas, en tiempo y zona geografica determinadas; también
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podemos inferir los efectos que pueden tener estos organismos asi como el papel que
pueden estar representando en actividades diversas como el reciclaje de materia
organica, su participacion en el ciclo del nitrogeno o bien como pueden ayudar a las
plantas a captar nutrientes u otras actividades de interés biotecnologico. Por ultimo, con
esta tecnologia es posible realizar aproximaciones sobre como logran desempefar esas
funciones, es decir, podemos encontrar genes y reconstruir las rutas metabdlicas en las

que pueden estar involucrados (Handelsman et al., 2007).

A pesar de que México es considerado el cuarto pais mas mega diverso, puesto que
alberga entre un 10% y 12% de todas las especies del planeta, la diversidad microbiana
se encuentra poco explorada (Sierra et al., 2014). Este trabajo planea hacer uso de
metagenOmica para obtener informacion de la diversidad microbiana asociada a suelo
rizosférico, tomando como modelo suelo donde se cultiva una variedad nativa de maiz
(Zea mays) que ha sido previamente tratado con compuestos promotores de crecimiento
vegetal. Por otra parte, este cultivo fue tomado como modelo de estudio debido a la
enorme importancia cultural, alimentaria y econdémica para el pais. Aunque se han
realizado algunos estudios para analizar la diversidad bacteriana asociada a plantas de
maiz (Dohrmann et al., 2013; Li et al., 2014; Correa et al., 2016; De la Cruz et al., 2017),
estos estudios dejan de lado otra clase de organismos como virus y hongos, ademas, la
tecnologia usada se limita a la amplificacion de genes ribosomales bacterianos (16S),
permitiendo la asignacion taxondémica, adicionalmente, la amplificacion del gen 16S
presenta desventajas como la formacion de quimeras en los productos de amplificacion
por PCR, debido a errores en la actividad de la polimerasa (Haas et al., 2011) lo que
provoca un sesgo en el andlisis de la informacion pues, algunos organismos poseen
regiones muy conservadas que no se unen a los amplificadores de 16S por lo cual, se
pierden Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs por sus siglas en inglés). La
estrategia metagendémica que plantea este trabajo, propone conocer la estructura de la
comunidad microbiana que se encuentra en el suelo asociado a la rizosfera de plantas de
maiz a las que se les aplicaron novedosos promotores de crecimiento vegetal con
actividad similar a la de los brasinoesteroides, asi como el potencial metabdlico de los

microorganismos al poder dilucidar las secuencias de los genes que poseen.
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. ANTECEDENTES

1. ¢,Qué es el suelo?

Los suelos fueron clasificados durante la dinastia Yao entre el 2357 a 2261 antes de la
era cristiana (AEC), esta dinastia debe ser reconocida pues utilizaron una clasificacion de
suelos para fines de impuestos. En la literatura india se encuentran clasificaciones de los
suelos por su color (y asi mismo el contenido de materia organica) y la importancia de la
erosion, vegetacion, el uso de la tierra y su implicacion en la salud humana (Coleman, et
al., 2004).

La definicion de suelo varia dependiendo del concepto y el fin que se le dé a este. Algunos
autores precisan la definicion de acuerdo a la aplicacion del mismo dividiendo el concepto

en dos ramas de la llamada ciencia del suelo (Buol, et al., 2011):

e La Pedologia, definida como el estudio del suelo en su ambiente natural, trata de
establecer su origen y clasificacién. La pedologia se relaciona con la geografia al
establecer su clasificacién, morfologia y las relaciones e interacciones con el resto

de factores geograficos (Amundson, 2006).

e LaEdafologia, considera al suelo como el soporte vegetal, esta rama se encuentra
mas relacionada con la agronomia, estd orientada al aprovechamiento de los
suelos con la finalidad de obtener mejores rendimientos agropecuarios (Jaramillo,
2002).

El suelo también ha sido definido como una mezcla compleja producto de la interaccion
de factores formadores de suelo (minerales, materia organica, aguay clima). El suelo esta

compuesto principalmente de dos tipos de particulas:

e Organicas: principalmente vegetales, animales y diversos microorganismos.

e Minerales: principalmente roca, arcilla y arena entre otros.
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La naturaleza del suelo orientado al campo de estudio de esta investigacion se define
como el conjunto de material organico e inorganico que proporciona un ambiente para los
organismos que habitan en él. La hipétesis de Gaia propuesta por James Lovelock en los
afos setenta nos instruye en un tema mas complejo, el teorizé que la Tierra se comporta
como un super organismo, capaz de controlar su propio clima y su quimica manteniendo
un ambiente favorable para sustentar la vida. Sin embargo, solo los microorganismos han

demostrado que pueden sostener la biosfera incluso sin organismos superiores.

El suelo es considerado el espacio donde los organismos interactian con rocas y
minerales (geoésfera), agua (hidrésfera), atmésfera y materia organica muerta (deitrésfera),
su estudio es fundamental en cualquier ciencia y disciplina para tratar de entender las
complejas interacciones geoquimicas, bioquimicas, biolégicas y biofisicas entre otras
(Figura 1). El constante dinamismo que presenta el suelo complica su estudio ya que no
se trata de un sistema estatico, los flujos geoquimicos y biolégicos se encuentran bajo
constantes cambios variando desde hace cientos a millones de afios (en el caso de flujos
geoquimicos) hasta periodos muy cortos que van desde un par de horas a meses en el

caso de flujos bioldgicos (Eldor, 2006).
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Figura 1. Relacidn entre la ciencia del suelo y otras disciplinas.

El suelo es un sistema complejo y dinamico que se apoya en areas como la quimica, fisica, microbiologia
entre otras para explicar los fenébmenos que ocurren en este sistema y las interacciones bioquimicas que
puedan estar sucediendo. En el caso de interacciones biofisicas a&reas como la quimica, la fisica y geologia
son solo algunas disciplinas que pueden ayudar a entender los procesos que se llevan a cabo en este. No
debemos olvidar que, a pesar de la apariencia inerte del suelo, es muy dindmico, en él ocurren procesos de
formacién de nuevo suelo, mineralizacion, absorcidn de nutrientes por parte de microorganismos y plantas,
lixiviacion, erosion entre otros procesos, estudiados por una gran cantidad de ciencias y disciplinas (Tomado
y modificado de Bienes, 2009).
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1.1. Propiedades fisicas del suelo

El concepto de suelo, como ya se ha mencionado es diferente dependiendo de la
perspectiva que se considere, para un horticultor es el medio en el cual la planta se
desarrollara, para un ingeniero es considerado como materia prima o bien un elemento
gue debe ser removido antes de empezar alguna construccion, para un geografo del suelo
es un cuerpo natural formado en la superficie de la Tierra a través de interacciones de al
menos cinco factores formadores de suelo (clima, biota, relieve, materia parental y
tiempo), cuyas variaciones dan origen a las diferentes morfologias que puede presentar
el suelo. Las propiedades fisicas del suelo influencian las funciones del suelo en el
ecosistema a través de dos caracteristicas fundamentales: 1) la textura del suelo, que
describe el tamafio de las particulas de suelo y 2) la estructura del suelo, la cual consiste
en como las particulas se asocian con otras. Ambas, ayudan a determinar el suministro
de nutrientes de los suelos, conducir y filtrar el agua junto con el aire necesario para las
plantas (Baldock, et al., 1999; Randall y Sharon, 2005).

1.1.1. Textura del suelo

La textura de suelo se refiere a la proporcidon relativa de arena, limo y arcilla entre la
fraccion de tierra. La grava, adoquines, y otros fragmentos gruesos >2mm de diametro
pueden afectar el comportamiento del suelo; sin embargo, no son considerados parte de
la fraccion de tierra fina a la que se aplica el término de textura del suelo. La informacion
sobre el contenido de arena, limo y arcilla puede ser graficado facilmente en un diagrama
ternario que recibe el nombre de “triangulo textural” y ha sido usado por décadas para
definir las clases texturales e indicar la naturaleza general del suelo y sus propiedades
fisicas. La textura y el contenido de “fragmentos gruesos” son importantes por numerosas
razones una de las mas importantes es, que afecta el movimiento del agua y su retencion
en el suelo, por ejemplo, en suelos arcillosos y de textura fina, el espacio entre los poros
es pequefio y usualmente no se encuentran conectados dando como resultado una baja
permeabilidad (Weil y Brady, 2016), estas y otras propiedades se esquematizan en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades generales de la arena, limo y arcilla.

Propiedad Arena Limo Arcilla
Rango del tamafio (mm) 2.0-0.05 0.005 - 0.002 <0.002
_ _ _ o Microscopio
Forma de observacion Vista Simple Microscopio optico o
electronico
Tipos de minerales . . . . . .
_ Primario Primario y secundario Secundario
dominantes?
Atraccion de particulas ) .
P Baja Media Alta
con otras
Atraccion de particulas . .
_ o P Baja Media Alta
hacia superficie del agua
Retencion de agua Baja Media- Alta Muy Alta
Aireacion Buena Media Pobre
Potencial de ) .
. Bajo Media Alta
compactacion
Resistencia al cambio de . .
Baja Media Alta
pH
Habilidad para retener . . .
o _ Muy Baja Baja Media- Alta
quimicos y nutrientes
Susceptibilidad a la .
_ ,p _ Moderado Alto Bajo
erosion por aire
Susceptibilidad a la _ Depende del grado de
- Bajo Alto .
erosion por agua agregacion
Consistencia cuando se .
. Arenoso Suave Pegajoso/ maleable
encuentra mojado
Consistencia cuando se .
Arenoso En polvo Piedras duras

encuentra seco

alas particulas de suelo suelen estar conformadas por los minerales primarios (silicatos), minerales

secundarios (filosilicatos), Cuarzo y otros minerales. Tomado de (Randall y Sharon, 2005).
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1.1.2. Estructura del suelo

La estructura del suelo es la caracteristica que mas influencia tiene sobre la habilidad del
suelo para contener el crecimiento de las plantas, la velocidad y cantidad de los ciclos
biogeoquimicos, almacenamiento de nutrientes y retencién de agua. Un suelo que se
considera con buena “tierra fina” o “sana” es aquel que favorece el crecimiento de
plantulas o el crecimiento de las raices, ademas, de proporcionar un 6ptimo ambiente para
el crecimiento de microorganismos (Baldock, Nelson y Sumner 1999). Por otra parte, la
importancia de la estructura influye en la aireacion y permeabilidad al igual que en su
estabilidad.

El suelo se encuentra dividido en horizontes que consisten en capas que delimitan las
zonas del suelo con base en caracteristicas y que reflejan los procesos fisicos, quimicos
y biologicos que toman lugar en ellos. La mayor parte de los suelos se forman a partir de
la llamada “roca madre” mientras esta se va degradando paulatinamente (Bienes, 2009).
Los horizontes que definen los procesos de formacién de un suelo se dividen en cinco
grupos O, A, B, C, R sus funciones se ilustran en la Figura 2.
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, Se encuentra formado principalmente por partes
Translocation =1 : .
Horizonte O de las plantas (hojas, tallos, raices), desechos
animales, hongos y materia orgénica en
descomposicion.

Compuesta principalmente de humus (mezcla
Horizonte A porosa de materia organica descompuesta),

microorganismos y particulas minerales.

En este horizonte se va sedimentandose las
Horizonte B capas superiores. Es considerada la zona donde
se acumulan la mayor cantidad de materia
mineral.

Compuestos por sedimentos y fragmentos de roca

Horizonte C presenta una descomposicion parcial de la materia.

. También llamado “roca madre” es la materia
Horizonte R parental que forman los suelos ademas de ser de
dificil acceso.

Figura 2. Esquema del perfil de suelo y los horizontes que lo conforman.

Los horizontes O y A son de gran interés puesto que, en estas zonas se encuentran las raices de las plantas
y estas a su vez realizan diversas interacciones con los organismos presentes en el suelo. Imagen tomada
y modificada de https://es.pinterest.com/pin/161566705358907493/
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1.1.3. Consistencia

La consistencia es la resistencia del suelo a la deformacién, esta determinada por las
propiedades cohesivas y adhesivas del mismo suelo, que a su vez estan relacionadas con
la textura y su estructura. Suelos con alta cantidad de arena son facilmente deformados,
mientras que suelos con alta proporcién de arcilla son pegajosos cuando se encuentran

hidratados por lo que las fuerzas cohesivas y adhesivas son mayores (FAO, 2006).

1.1.4. Porosidad

La porosidad es definida como el volumen que ocupan los poros (fraccibn agua/gases)
con relaciébn al volumen total ocupado por suelo. Asi mismo la porosidad esta
inversamente relacionada con la densidad del suelo. A estos poros los clasificamos en 1)
microporos, en los cuales el agua es retenida para que esté disponible para las plantas y
2) macroporos que sirven de drenaje de liquidos, aireacion del suelo y constituyen el

espacio por donde las raices creceran (Hogson, 1985).

1.1.5. Densidad

La densidad del suelo se clasifica en: 1) densidad aparente que es la masa contenida en
una unidad de volumen de suelo, incluyendo el volumen ocupado por los poros. Mientras
mayor sea la densidad menor sera el espacio por el cual los liquidos pueden moverse y
disminuir el crecimiento y penetracion de raices. 2) La densidad real, la cual corresponde
a la relacién entre la masa de suelo y el volumen real que ocupa omitiendo los poros, si la
densidad real es inferior a 2,65 gr/cm?® se infiere que el suelo posee alto contenido de
materia organica mientras que si es mayor a ese valor se infiere que posee altos valores

de oxidos en el suelo (Aguilera, 1989).
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1.2. Propiedades quimicas del suelo

Estas propiedades describen las sustancias y componentes integrados en el suelo. Son
las propiedades que mas dependen del suelo y de sus componentes organicos e
inorganicos, asi como de fendbmenos que dan lugar a una amplia variedad de compuestos

presentes en el suelo y que afectan otras propiedades.

1.2.1. pH

El pH es probablemente una de las propiedades mas importantes ya que su influencia
afecta directamente a los microorganismos y plantas en el momento de llevar a cabo
diferentes reacciones quimicas considerando tres condiciones del suelo: acidez,
neutralidad o alcalinidad. Esta caracteristica determinara la disponibilidad de iones para
el metabolismo de los microorganismos, por otra parte, un aumento o disminucién en el
pH afecta en estos ya que, la mayoria de los microorganismos crecen con valores entre 4
y 9 de pH, esto teniendo en cuenta que existen organismos que se desarrollan a niveles
de pH muy cercanos a 1(Carbonetto, 2014). El pH juega un papel importante para que
los nutrientes requeridos por las plantas estén disponibles para ser asimilados; en lugares
donde las precipitaciones son intensas se produce el lavado de compuestos alcalinos del
suelo, mientras que en lugares con escasas precipitaciones los suelos presentan una
mayor cantidad de compuestos alcalinos. Algunos factores que determinan el valor de pH
en suelo son la naturaleza del suelo, los factores bidticos, incluyendo la actividad organica
de naturaleza &cida, los complejos adsorbentes, es decir, la cantidad de iones que se
encuentran presentes (FAO, 2006)

El pH de los suelos puede afectar el crecimiento vegetal en dos formas: 1) modificando la
disponibilidad de nutrientes, pues valores altos provocan una precipitacién de algunos
nutrientes lo cual los convierte en elementos no disponibles para las plantas; 2) afecta el
proceso fisioldgico de las raices para absorber nutrientes deteriorando el sistema radicular

0 incluso presentando intoxicaciones por elementos fitotoxicos.

Las estaciones del afio también pueden generar fluctuaciones en el pH y por lo tanto

influenciar a los microorganismos. Por ejemplo, las bacterias y actinomicetos se
31



desarrollan mejor en suelos minerales con pH intermedios y elevados, teniendo un
desarrollo bajo cuando los niveles de pH se encuentran por debajo de 5.5. Los suelos con
niveles de pH entre 6 y 7 presentan las condiciones (al menos de pH) donde se presenta

el mejor panorama biologico para los microorganismos (Burbano, 1989).

1.2.2. Capacidad de Intercambio Cationico (CIC)

La capacidad de intercambio cationico es expresada como la de carga presente en la
superficie del suelo y representa la cantidad de cationes que esta superficie contiene como
Ca*™, K*, Na*, entre otros. Esta propiedad muestra la capacidad de un suelo para retener
cationes y, por lo tanto, la disponibilidad de nutrientes para las plantas. Suelos arenosos

y/o pobres de materia organica se caracterizan por tener una baja CIC (FAO, 2006).

1.2.3. Conductividad Eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica es la capacidad del suelo para transportar corriente eléctrica y
es directamente proporcional al contenido de sales contenidas en el suelo. Esta propiedad

sirve como indicador de la salinidad del suelo (Tabla 2) (Diaz y Medina, 2015).

Tabla 2. Mediciones de la conductividad eléctrica y tipo de salinidad para una suspension de suelo: agua
1:.1.

Conductividad eléctrica (dS/m a 25°C)  Tipo de salinidad

0-0.98 No salino
0.98-1.71 Muy ligeramente salino
1.71- 3.16 Ligeramente salino
3.16- 6.07 Moderadamente salino
>6.07 Fuertemente salino

Tomado de Tomado de Diaz y Medina, 2015.
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1.2.4. Materia Orgénica

La materia organica de los suelos proviene de residuos animales y vegetales, dividiéndose
en dos fracciones labil y recalcitrante. Mientras la fraccion labil es mas rapida de degradar
por los microorganismos presentes en el suelo la fraccion recalcitrante o también llamada
‘humus” es mas estable por estar constituida por compuestos complejos (acido humico,
huminas, etc); y por lo tanto permanece en el suelo por periodos mas largos. La fraccion
organica regula procesos fisicos y quimicos siendo el centro de casi todas las actividades
bioldgicas incluyendo microflora y fauna. Ademas, el humus llega a ser un factor
importante ya que influencia otras propiedades como el pH vy la lixiviacion de nutrientes,

asi como el aumento en la retencion de agua (Atlas y Bartha, 2002).

1.2.5. Nutrientes del suelo

Existen sustancias quimicas que permiten a las plantas desarrollarse de forma Gptima
(Figura 3); sin embargo, cuando estos nutrientes no son suficientes la planta no puede
crecer de forma adecuada y puede provocar un incremento en las enfermedades o
ataques de insectos hacia la planta. Los elementos que necesita la planta para
desarrollarse se clasifican en macronutrientes (N, P, K, S, Mg, Ca) dado que su presencia
y requerimientos en la planta es mayoritaria y los micronutrientes (Zn, Fe, Mn, Cl, Cu, By
Mo) nombrados asi porque de estos se requieren en cantidades muy pequefas. Algunos
microorganismos degradan compuestos complejos permitiendo que los elementos
requeridos por las plantas estén biodisponibles. Es importante considerar que algunos
elementos pueden llegar a ser toxicos en altas cantidades o incluso actuar de manera
antagonica, es decir, promover que otros elementos no sean disponibles para la planta
(Kirby y Romheld, 2008).
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Figura 3. Efecto de los macronutrientes y micronutrientes a la planta.

Los nutrimentos que la planta necesita se dividen en macronutrientes y micronutrientes, llamados asi por la
cantidad necesaria para la planta, en algunos casos un exceso de algin nutriente puede llegar a provocar
intoxicacion en la planta.

Macronutrientes:

Nitrégeno (N) — Ayuda a desarrollar las hojas y los tallos y es necesario en la formacion de las proteinas.
Fosforo (P) — Ayuda al desarrollo de las raices en las plantas jovenes. También ayuda a la formacion de
flores durante el periodo de madurez.

Potasio (K) — Es necesario durante el desarrollo de las plantas, especialmente durante la floracion

Calcio (Ca) — Participa en la formacion de proteinas y en la formacién de 6rganos y tejidos duros como las
semillas, proporciondndoles resistencia y vigor.

Magnesio (Mg) — Constituye parte de la clorofila que interviene en el proceso de la fotosintesis

Azufre (S) — Ayuda a la formacién de la clorofila, vitaminas y enzimas. Forma parte de las proteinas.
Favorece el crecimiento de raices y semillas.

Micronutrientes:

Hierro (Fe) — Necesario para la clorofila.

Manganeso (Mn) — Ayuda al metabolismo del N y en la descomposicién de carbohidratos.

Boro (B) — Forma carbohidratos. El margen de consumo de una planta es muy estrecho, por lo que debe
cuidarse la carencia para evitar deficiencia y el exceso para evitar toxicidad.

Cobre (Cu) — Ayuda al crecimiento de la planta y al metabolismo de las raices, asi como al buen uso de las
proteinas.

Zinc (Zn) — Ayuda al crecimiento vegetal y a la transformacion de los hidratos de carbono. El zinc suele
quedar retenido por las arcillas en los estratos altos del suelo, por lo que no suele haber carencia de este
mineral, sin embargo, un proceso erosivo intenso en el suelo puede originar carencia de este mineral.
Cloro (CI) — El margen del consumo es muy estrecho como en el caso de B.

Molibdeno (Mo) — Ayuda a la fijacion de nitrégeno.
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1.3. Propiedades bioldgicas del suelo

Estas propiedades se encuentran relacionadas con la materia organica y los organismos
asociados al suelo, las raices de las plantas, animales, hongos, bacterias, entre otros. Las
actividades de los microorganismos son fundamentales para la descomposicién de la
materia organica, los ciclos de nutrientes como nitrégeno, carbono y fésforo, asi como en

la sintesis de sustancias humicas (Kirby y Romheld, 2008).

1.3.1.Ciclo del Nitrégeno

Los microorganismos presentes en el suelo cumplen un papel fundamental en la fijacion
del nitr6égeno, este elemento es un componente esencial de las plantas y de todos los
seres vivos pues forma parte de las proteinas y otras moléculas. Los microorganismos
toman el nitrogeno en forma de Nz y lo convierten en amoniaco que es una molécula
biodisponible para la planta (Figura 4), posteriormente los animales consumen estas
plantas adquiriendo estos compuestos nitrogenados para asimilarlos. El nitrégeno es un
elemento increiblemente versétil, existe tanto de forma organica e inorganica en diferentes
estados de oxidacién. Al movimiento del nitrégeno entre la atmédsfera, la i6sfera y la

gedsfera en diferentes formas lo llamamos ciclo del nitrégeno (Figura 4).

Existen microorganismos como las cianobacterias fotosintéticas que juegan un papel
esencial en la fijacion del nitrégeno. Algunos géneros de bacterias que son esenciales
para el ciclo son: Frankia, Rhizobium (viviendo en simbiosis en raices de plantas

leguminosas), Azotobacter, Azospirillum y Azolla. (Peralta, 2009; Purves et al., 2003).
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Nitrdgeno atmosférico (N, )

Bacterias fijadoras de
nitrogeno convierten N,
en amoniaco (N;H)

Desnitrificantes:
Convierten
nitratos en N,

Bacterias nitrificantes:

convierten N5H en nitritos
(NO,) y nitratos (NO,)

Figura 4. Vision general del ciclo del nitrogeno.

La fijacién de Nitrogeno es el proceso donde el N2 es convertido en amonio o NH4. Este proceso es vital,
pues es la Unica forma en que los organismos pueden obtener nitrégeno directamente de la atmdsfera. Se
les denomina “organismos fijadores de nitr6geno” a quienes pueden realizar este proceso. Se conoce que
las bacterias fijadoras de N2, por ejemplo, el género Rhizobium, tiene la habilidad (debido a los genes que
contiene los genes como los genes nif) para fijar nitrégeno. Es comin que bacterias fijadoras de nitrégeno
trabajen en simbiosis con las plantas, esta simbiosis es muy conocida que ocurre en mayor proporcion en
la familia de leguminosas. En el caso de ambientes acuaticos o que constantemente hay un flujo continuo
de agua se encuentran cianobacterias que son fijadoras de nitr6geno. La nitrificaciébn es necesaria la
presencia de oxigeno para llevar a cabo este proceso, por lo tanto, solamente ambientes con una buena
circulacién de oxigeno o flujo de agua pueden llevar a cabo de mejor manera este proceso. Las bacterias
pueden obtener energia a partir de este proceso. Por Ultimo, la desnitrificacion convierte nitratos en Nz es
un proceso anaerobio que las bacterias desnitrificantes realizan para convertir nitratos en dinitrégeno. Una
vez terminado este proceso es improbable que el nitrdgeno sea biolégicamente disponible pues, se
encuentra en forma gaseosa en cambio, el producto final de la desnitrifiacion se pierde rapidamente en la
atmosfera manteniendo un equilibrio de la cantidad de nitrégeno fijada en los procesos anteriormente
descritos (FAO, 2006).
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1.3.2. Ciclo de Carbono

Los microorganismos presentes en el suelo son determinantes para la incorporacion de
los elementos en ciclos, entre ellos el carbono. La materia organica es consumida por los
organismos creando una reserva de carbono que es renovada a corto plazo. Este
elemento es esencial para todo organismo vivo pues forma parte de las biomoléculas. Un
claro ejemplo de microorganismos que transforman la materia orgdnica son

microorganismos fotosintéticos, los Actinomicetes, Saccharomyces y Clostridium.

Algunas funciones que desarrollan los microorganismos en el ciclo del carbono son: a) la
fotosintesis, oxigénica para cianobacterias y anoxigénica para bacterias fotosintéticas, b)
Quimio sintesis que es desarrollada por bacterias, c) Uso del carbono organico para su
metabolismos y d) la degradacion de la materia organica (Raven et al., 2014).
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2. El suelo y sus caracteristicas como micro hébitat

El suelo desempefia funciones complejas y dindmicas para sustentar la vida en el planeta
pues una gran parte de los organismos dependen de él para existir (Salamone, 2011), ya
que es una fuente de alimento para microorganismos, actia como amortiguador y
transformador de materia, sirve como soporte para miles de organismos y es el principal
escenario donde ocurren los ciclos biogeoquimicos (Volke et al., 2005). El suelo es habitat
de una enorme cantidad de especies microbianas, eucariotas como hongos, protozoos,
micro algas, nematodos, procariotas, como bacterias y arqueas, siendo las bacterias las
mMAas numerosas Yy las que desarrollan mayor niumero de relaciones que pueden contribuir
al desarrollo de las caracteristicas del suelo (Suarez, 2010). Las diferentes comunidades
microbianas son de vital importancia para el buen funcionamiento del ecosistema edafico,
ya que participan en diversos procesos como la descomposicion de materia organica, el

reciclaje de nutrientes e incluso la patogenicidad (Dubey et al., 2006).

A pesar de que la diversidad microbiana es muy grande, esta se encuentra poco explorada
debido en gran parte a que muchos microorganismos no se han podido cultivar en
laboratorio y sélo entre el 0.1 al 10 % de bacterias son cultivables. Al parecer el
desconocimiento de los requerimientos nutricionales necesarios para el cultivo de
microorganismos aunado a las condiciones ambientales que favorezcan su crecimiento
son factores determinantes, ademas de las interacciones que deben desarrollarse con

otros organismos (Lozada et al., 2000).

La estructura del suelo es un factor altamente influyente en la actividad de los
microorganismos ya que estos estan adheridos a las particulas de suelo como arena,
materia organica o arcilla. La misma estructura que puede formar el tipo de suelo también
suele afectar a la cantidad de humedad retenida ademas de modificar la disponibilidad de
agua en el medio, incluso la porosidad puede afectar a las interacciones entre
microorganismos (Carbonetto, 2014). Estos y otros factores son altamente influyentes que

confieren caracteristicas al suelo como un microambiente (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de algunas caracteristicas que definen al suelo como un microhébitat.

El suelo es un sistema heterogéneo y discontinuo por lo que suele ser pobre en nutrientes y fuentes de
energia en comparacién de los medios in vitro. Los medios de cultivo de laboratorio contienen una gran
cantidad de nutrientes, no obstante, no todos los microorganismos del suelo pueden crecer en dichos
medios de cultivo. Caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas de estos microhabitats difieren tanto en
tiempo y espacio. Por ejemplo, a pesar de la extension que ocupa el suelo, solamente el 5% se encuentra
ocupado por microorganismos. Algo peculiar son los llamados “Hot spots” que son zonas con alta
actividad biol6gica, debido a una acumulacion en materia organica, por ejemplo, la rizésfera. Varios
factores ambientales como lo son la fuente de carbono, minerales, factores de crecimiento, disponibilidad
de agua, temperatura, presién, composicién del aire, pH, conductividad, potencial oxido-reduccién, la
genética de los microorganismos, asi como su interaccion entre otros, pueden afectar tanto la ecologia,
la actividad y la poblacion de microorganismos asociados al suelo. Otra caracteristica es la capacidad de
adsorber moléculas de importancia biolégica como moléculas de DNA que pueden llegar a transformar
células competentes, es decir, la célula puede adquirir todo o parte de un gen externo y que puede
ayudarle a sobrevivir. Por dltimo, la superficie del suelo puede catalizar varias reacciones por la
disponibilidad de minerales, entre algunas reacciones estan la desaminacion, polimerizacion,
policondensacion, entre otras (Tomado y modificado de Nannipieri et al., 2003).
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La vegetacion juega un papel importante en la estructura del suelo porque, las sustancias
producidas a través de las raices sirven de fuente de energia para los microorganismos y
confiere estabilidad a los agregados superficiales ante la lluvia protegiendo a los
organismos en el suelo. El proceso en la formacion de estos agregados no es bien
conocido, sin embargo, una accién que contribuye a ello es la interaccién en la rizosfera
pues en esta zona existe una alta actividad biol6gica a diferencia de otras zonas del suelo
(Rucks et al., 2004).

Todo lo anterior representa un gran desafio para estudiar la alta diversidad de especies
microbianas pues, cada microorganismo actiia de forma Optima con diferentes factores
fisicoquimicos (Bautista et al., 2004) y en especial los microorganismos asociados a la

rizosfera.

2.1. LaRizosferay sus interacciones con microorganismos edéaficos

El termino Rizésfera fue definido por Hiltner (1904), como el volumen de suelo que es
influenciado por las raices de una planta viva pudiendo variar dependiendo del tipo de
suelo y especie de planta entre otros factores y que interacciona con una enorme cantidad
microorganismos edaficos (Calvo et al., 2008; Salomone, 2011). El término deriva del
griego “rhizo”, que significa raiz y “sphere” que se refiere al entorno. La zona rizosférica
es el entorno con mayor actividad fisica, quimica y biologica a diferencia de otras zonas
del suelo la cual esta mediada por varios factores tal como se muestra en la Figura 6
(Sanchez de P., 2006).
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Figura 6. Esquema de los factores que afectan las relaciones en rizésfera.

Esta se encuentra mediada por factores como la raiz, suelo y medio ambiente, estos factores influyen tanto
en la estructura del suelo y la interaccion planta microorganismo (Tomado y modificado de Berendsen et al.,
2012).

La rizosfera es una zona muy rica en microorganismos a diferencia de otras zonas del
suelo, esto se debe a que las raices ejercen un efecto sobre el crecimiento de los
organismos a esto se le denomina “efecto rizosférico” y se define como el cociente entre
el nimero de microorganismos en la raiz y el nUumero de microorganismos en suelo no
rizosférico. Este efecto varia en cada planta segun la especie, el genotipo y las
condiciones ambientales (Sanchez, 2006).

Las funciones de la rizosfera son de enorme importancia en la nutricibn de la planta,
ademas de influir en la interaccion con los microorganismos que ayudan a la salud de la
misma. Existe una gran variedad de factores bidticos y abibticos que llegan a afectar la

diversidad estructural y funcional de las comunidades bacterianas que podemos encontrar
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en la rizésfera. Estos factores pueden ser variados, por ejemplo, pH, clima y temporada
estacional, animales, pesticidas y herbicidas o la contaminacion de los suelos entre otros
(Berg, 2009). La diferencia en la diversidad de microorganismos se debe a la velocidad de
crecimiento de estos y su habilidad para utilizar diferentes tipos de sustratos como fuentes
de carbono o nitrogeno (Glick, 1995). Ademas de las interacciones que pueden ocurrir en

la rizosfera (Figura 7).
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Figura 7. Influencia de los factores ambientales sobre las comunidades microbianas asociadas a la
rizésfera.

Las comunidades microbianas del suelo son selectivas a la misma por factores como la especie de la planta
(factor abiético), algunas especies de microorganismos pueden ser mas afines a unas especies que otras, tal
es el caso de los fitopatdégenos. Factores abiéticos como el clima puede afectar sus interacciones impidiendo el
desarrollo de los organismos. Por otra parte, existen interacciones positivas y negativas que se dan a nivel de
raiz afectando a la planta y las asociaciones con otros organismos. Ejemplo del beneficio dado por interacciones
positivas pueden ser la proteccion de la planta ante patégenos, la captacion de mayores cantidades de
micronutrientes o incluso conferirles tolerancia a diferentes clases de estrés. Algo muy importante son las
fitohormonas que pueden llegar a modificar la microbiota del suelo rizésferico que, incluso podria evitar o
disminuir las interacciones negativas con los fitopatégenos. (Tomado y modificado de Berg, 2009).
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La variabilidad de microorganismos también depende de la regién donde se encuentren.
La rizosfera no es uniforme y se han delimitado algunas regiones como lo son: rizésfera,
rizoplano y endorrizosfera. Siendo la primera la de mayor importancia ya que es la zona
con mayor contacto con el suelo. A pesar de esto, en algunos estudios se ha encontrado
organismos localizados en mayor proporcién o en su totalidad en zonas especificas (Tabla
3) (Sanchez, 2006).

Tabla 2. Organismos encontrados en diferentes regiones de la rizésfera

Rizésfera Rizoplano Endorrizosfera
Azotobacter Beijerinckia Hongos microrrizos
Bacillus Azospirillum Rizobios

Pseudomonas Bdellovibrio Cianobacterias simbiontes
Lombrices, colémbolos, acaros Bacterias parasitas
Protozoos Protozoos parasitos

Algas Nematodos pardsitos
Actinomicetos Hongos parasitos
Nematodos Bacterias saprofitas
Hongos Saprofitos Endofitos

Bacterias Saprofitas
Bacterias amonificantes y nitrificantes
Tomado y modificado de Sanchez, 2006).

Para el caso de la diversidad microbiana de la rizosfera de Zea mays los estudios de
(Correa et al., 2016; Li et al., 2014; Bakker et al., 2015) han reportado que los grupos mas

abundantes son Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacteria.

Los estudios de (Li et al., 2014) en donde se identificaron genes importantes debido a su
funcién a través de la hibridacion de DNA obtenido de la rizésfera de plantas de maiz en
un microarreglos con sondas para 57 000 genes demostraron que existen cambios en la
estructura genética funcional entre la comunidad bacteriana de la rizésfera y del suelo que
se asocia a esta, encontrandose una prevalencia de genes involucrados en la fijacion y
degradacion de carbono, fijacion de nitrdgeno, amonificacion, desnitrificacion, biosintesis
y degradacién de polifosfato, ademas de reduccion y oxidacion de azufre, por lo que se
considera a la rizésfera un nicho para soportar una gran diversidad funcional en rutas

metabodlicas.
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2.2. Tipos de microorganismos presentes en suelo

Las herramientas moleculares han permitido investigar la composicion de las
comunidades microbianas asociadas al suelo. En lo que respecta a bacterias se han
encontrado hasta 100 filos diferentes (Tabla 4), siendo los mas abundantes
Proteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria, aunque, su proporcion varia dependiendo
del entorno, mientras que los filos Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes y Chloroflexi
estan siempre presentes, pero son menos prevalente que los primeros. Aunado a esto,
mas del 10% de microrganismos presentes en suelo no han sido asignados a algun filo
conocido (Aislabie et al., 2013).

Tabla 3. Filos de bacterias dominantes en suelo.

Contribucioén

Filo/Sub filo media (%) Rango (%) Géneros conocidos

a-Proteobacteria 19 2-43 Sphingomonas, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Nitrobacter,
Rhodobacter

B-Proteobacteria 10 2-31 Burkholderia, Nitrospora, Methylomonas

-Proteobacteria 8 1-34 Pseudomonas, Xanthomonas,
Azotobacter

A-Proteobacteria 2 0-10 Desulfovibrio

E-Proteobacteria <1 0-1 Helicobacter

Acidobacteria 20 0-35 Acidobacterium

Actinobacteria 13 0-25 Rhodococcus, Streptomyces,

Mycobacterium

Verrucomicrobia 7 0-21 Opitutus
Bacteroidetes 5 0-16 Clostridium, Bacillus
Firmicutes 2 0-7

Chloroflexi 3 0-16

Planctomycetes 2 0-8

Otros grupos 5 2-10

Desconocido 2 0-13
Tomado y modificado de Aislabie et al., 2013.
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Las plantas liberan a la rizésfera algunos residuos provenientes de la fotosintesis en forma
de carbono organico a través de exudados radiculares, a este proceso se le conoce como
rizodeposicion. Estos exudados contienen una gran cantidad de moléculas que pueden
ser utilizadas por los microorganismos y transformarlos en compuestos benéficos para
ellos mismos o incluso para la planta. Existen una enorme variedad de compuestos y
moléculas organicas encontradas en exudados radiculares como carbohidratos, acidos
organicos, acidos grasos y esteroles, enzimas, factores de crecimiento, fitohormonas y
otros compuestos. Entre las fitohormonas que se han encontrado destacan las auxinas y
el etileno las cuales estimulan a muchos procesos dentro de la planta como una compleja
red de sefalizacion que incluso repercute en la comunicacion planta microorganismo
(Sanchez y Prager, 2001).
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3. Fitohormonas

3.1. Generalidades y efecto de las fitohormonas sobre la planta

Las fitohormonas son moléculas que actian a bajas concentraciones, regulan casi todos
los procesos de desarrollo y defensa de las plantas. Permiten la transduccion de sefales
ambientales, estimulan el crecimiento de la planta, asi como el sistema de defensa contra

patdgenos, ademas, regulan las simbiosis con las micorrizas (Pozo et al., 2015).

Estos reguladores de crecimiento se pueden clasificar en seis grupos: auxinas, citocininas,
giberelinas, &cido abscisico, etileno (Villanueva, 2008) vy recientemente los
brasinoesteroides (Nawaz et al., 2017). Aunque existen sustancias que también se han
incluido como regulador de crecimiento o como moléculas sefalizadoras durante periodos
de estrés, por ejemplo, el acido jasmaonico y acido salicilico. A pesar del estudio que se ha
generado con respecto a las fitohormonas, los mecanismos especificos a través de los

que actuan no han sido completamente esclarecidos (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de las fitohormonas sobre las plantas.

Existen diversas fitohormonas que ayudan a la planta en diferentes procesos tal es el caso de las auxinas
(AIA) que estimula el crecimiento de la planta. También se encuentra acido abscisico (ABA) que puede
inhibir el crecimiento. Incluso hay hormonas que inhiben el efecto de otras, tal es el caso de las giberelinas
(GA) y el etileno (ET) mientras las giberelinas retrasan la maduracion de los frutos el etileno es capaz de
madurar los frutos (Tomado y modificado de Herndndez, 2012).

Los mecanismos a través de los cuales actuan las fitohormonas son complejos pues es
una red donde todas las fitohormonas estan involucradas y se regulan entre si. Los
brasinoesteroides son fitohormonas de enorme interés por la cantidad de efectos que
causan sobre las plantas, aunque sus efectos y mecanismos son de los menos conocidos
(Garciglia et al., 2013).
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3.2. Los brasinoesteroides y sus efectos

Los brasinoesteroides (BRs) son compuestos esteroidales que se encuentran en las
plantas a muy bajas concentraciones. Los BR se caracterizan por producir un aumento en
los ritmos de crecimiento vegetal, mayor rendimiento en la produccion de biomasa,
aumentar la resistencia de las plantas en condiciones de estrés tales como alta salinidad,
sequia, estrés térmico, ademas de activar mecanismos de resistencia a compuestos
quimicos utilizados en el campo como plaguicidas y herbicidas, asi como a metales
pesados (Hayat et al.,, 2007; Iglesias et al., 1996; Sasse, 1997). Los BRs fueron
descubierto en los afios 1970 a partir de polen de la planta de nabo Brassica napus, la
aplicacion del extracto obtenido promovia la elongacion y division celular de las plantas
(Clouse, 1998). Algunos de los BRs mas comunes son la castasterona (CS), brasinolida
(BL), homobrasinolida (HBL) (Jordan et al., 2006), aunque se han logrado aislar cerca de

70 compuestos relacionados con los BRs a partir de plantas (Haubrick y Assmann, 2006).

3.2.1. Tolerancia a estrés abioético
En los ultimos afos se han realizado estudios tanto en el desarrollo de nuevos

brasinoesteroides (Zullo et al., 2013), como el efecto que tienen estos compuestos sobre

la planta y las respuestas que estimulan ante diversos tipos de estrés (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de Brasinoesteroides ante factores abiéticos.

Las especies reactivas de oxigeno son importantes para diversos procesos celulares, entre estos procesos
existen algunos mecanismos de proteccion que evitan la sobreproduccién de estas especies. Cuando la
concentracion de dichas especies excede los niveles normales se le llama estrés oxidativo. Evidencias
experimentales revelan que los BRs inducen un incremento en la actividad enzimatica de enzimas como
lo son catalasa (CAT), peroxidasa (POX), ascorbato peroxidasa (APX), superéxido dismutasa (SOD) y
glutation reductasa (GR). Cabe destacar que no se pueden abordar individualmente cada tipo de estrés
pues todo esta conectado entre si, por ejemplo, plantas que se han sometido a estrés térmico estimulan la
actividad de las enzimas antes mencionadas, por otra parte; CAT, SOD y POX protegen a la planta en
condiciones de estrés salino, incluso se ha informado que también pueden acelerar resistencia ante estrés
hidrico. Y, por si fuera poco, otros datos experimentales revelan que plantas que contienen niveles de
cadmio y que fueron tratadas con BRs presentan un aumento en las actividades enzimaticas de CAT, SOD
y POX (Nufiez et al., 2010).



3.2.2. Resistencia a Enfermedades

Desde la década de los 1990s diversas investigaciones han dado a conocer que los BRs
incrementan la resistencia a diversas infecciones, por ejemplo, en Nicotiana tabacum se
encontrdé una mayor resistencia ante el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV por Tobacco
Mosaic Virus), Pseudomonas syringae y a Oidium sp, al parecer el efecto de los
brasinoesteroides incrementa la actividad de la respuesta sistémica adquirida (SAR, por
Systemic Acquired Resistance) (Nakashita, 2003). Por otra parte, también se ha probado
en tubérculos de papa, infectados con Fusarium sulfuricum llegando a resultados
interesantes donde los tubérculos tratados con brassinoesteroides adquirian una mayor
resistencia a los patdégenos (Nufiez, 2010). En el caso donde Arabidopsis thaliana es
tratada con BRs, se induce la defensa ante patégenos a través de la actividad de la
quinasa XA21 (Jordan, et al., 2006).

3.3. Novedosos compuestos promotores del crecimiento vegetal.

Algunos compuestos esteroidales generados por parte del grupo de modificacion de
productos naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, han llamado la atencion de la comunidad cientifica ya que, se ha
encontrado que derivados 22-oxocholestanicos tienen actividad como compuestos que
promueven el crecimiento vegetal, por ejemplo, en dos variedades de arroz. Ademas de
gue experimentos realizados han sugerido que dichos compuestos poseen alta actividad
anticancerigena (Zeferino, et al.,, 2015), contrario a lo que ocurre con los
brassinoesteroides naturales que son altamente citotoxicos para el humano y pueden
llegar a desencadenar cancer en diversas lineas celulares. Sin embargo, los
conocimientos sobre los efectos moleculares en las plantas no han sido completamente
esclarecidos, asi como los efectos que pudieran desarrollar en la microbiota asociada a

plantas a las que se les apliquen.
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4. MetagenOmica para el estudio de los microorganismos

Como ya se ha mencionado anteriormente existe una enorme diversidad de
microorganismos en el planeta que pueden habitar cualquier ambiente, sitios con
temperaturas inferiores a 0 °C hasta muy calidos superando incluso los 100 °C, asi como
en condiciones muy &cidas, o con presiones elevadas. Los métodos tradicionales de
aislamiento microbiolégico como: los cultivos en medios microbiolégicos selectivos, las
pruebas bioquimicas y metabdlicas no son suficientes para aislar y propagar todos los
microorganismos limitAndose al conocimiento de menos de 1% de toda la diversidad del
planeta. Es necesario acudir a estrategias de Ultima generacion que hagan prescindible la
necesidad de aislar y cultivar a los microorganismos previo a su identificacion, con el
aislamiento del material genético de los organismos de un micro habitat se puede conocer
las lecturas de sus secuencias génicas, en una condicién determinada al cual se le

denomina “metagenoma” (Cadena et al., 2016).

4.1. Lasecuenciacion de nueva generacion y el entendimiento del genoma de
los organismos

La secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés) ha tenido un
enorme impacto en el desarrollo de las ciencias émicas, asi mismo ofrecen fascinantes
oportunidades en diversos campos de estudio. Por varios afios se us6 el método de
secuenciacion Sanger, basado en degradacion enzimatica descrita en 1977 (Sanger et al.,
1977) y el método de Maxam y Gilbert basado en degradacion quimica descrito en el

mismo afio (Maxam y Gilbert, 1977).

Para poder comprender los experimentos que se desarrollaron en este trabajo debemos
tener una vision basica de la secuenciacién de ADN, la cual es el proceso que logra
determinar la secuencia nucleotidica (A, T, C, G) de un fragmento de ADN. Para el caso
de la primera generacion de secuenciacidén (reacciones de Sanger, Maxam y Gilbert) de
secuenciacion se utiliza un fragmento lider del cual se va a ir extendiendo
enzimaticamente mediante un cebador que la hibrida usando moléculas que contienen T,
C, G, A que serviran para extender las cadenas de un ADN blanco que es copiado muchas

veces. Los productos son revelados mediante etiquetas radioactivas o colorantes
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fluorescentes (McGinn et al., 2013). Sin embargo, los primeros métodos pioneros tenian
limitaciones entre estas: 1) un bajo numero de muestras podian ser analizadas
paralelamente 2) la automatizacion de la preparacion de la muestra era complicada 3) los
fragmentos de ADN que se deseaban secuenciar necesitaban ser clonados dentro de una
bacteria 4) la tasa de error era alta y el nivel de sensibilidad estimado era de 10-20 %
insuficiente para la deteccion de alelos mutantes en bajos niveles en los organismos 5) la
secuenciacion y ensamblaje de novo de genomas era dificil 6) los fragmentos de ADN
mayores a 700 pb no podian ser secuenciadas (Fakruddin y Chowdhury, 2012), técnicas
de secuenciacion de nueva generacion han permitido aumentar la velocidad y reducir los
costos que conlleva conocer la lectura de nucleétidos de un fragmento de ADN o un

genoma.

Las NGS estan basadas en la adicion de bases nitrogenadas usando polimerizacion de
DNA o ligacién, con marcadores quimio luminiscentes o fluorescentes que permitan su
visualizacion. Una caracteristica muy importante de la secuenciacion de segunda
generacion es que se usan varias plantillas clénales en paralelo y un proceso de

determinacién de secuencia usando replicacién enzimatica (McGinn et al., 2013).

La mayoria de las NGS comparten ciertas caracteristicas que las convierten en técnicas

de alto rendimiento a comparacion de la secuenciacion de Sanger como lo son:

e Realizar muchas reacciones de secuenciaciéon al mismo tiempo

e Las reacciones son tan pequefias que algunas casas comerciales las realizan en
microchips.

e La velocidad de secuenciacién practicamente se ha reducido llegando a tardar

hasta un par de horas.

Elincremento en la velocidad de secuenciacion de las nuevas tecnologias y la disminucion
de los costos ha permitido extender sus aplicaciones en la investigacion biologica y en
multiples aplicaciones tales como la biomedicina, biorremediacion, el entendimiento de la

interaccién planta-patégeno entre otros tal como se aprecia en la Figura 10.

53



Campos de

estudio donde
las NGS han
sido utilizadas

Metabolismo y biosintesis
en plantas ( Egan ySpooner,
2012).

Figura 10. Campos de estudio donde las NGS han sido utilizadas.

El campo de estudio en el que se pueden aplicar las NGS es bastante amplio y sélo limitado por la
imaginacion. Si bien estas tecnologias se encuentran fuertemente centradas en el area biomédica para
entender temas como el cancer, enfermedades desconocidas o emergentes, asi como salud humana en
general (Ferndndez, 2016), no se encuentra limitada a estas areas.
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4.2. Tecnologia de Secuenciacion lllumina: Secuenciacion por sintesis

Durante 1997 diversas discusiones rodeaban el uso de la secuenciacion masiva de
lecturas cortas usando el método de secuenciacion en fase solida por terminadores
reversibles (que posteriormente seria llamada secuenciacién por sintesis o bien SBS por
sus siglas en ingles). Esto dio paso a nuevos enfoques hacia la secuenciacion masiva de
ADN. En 1998 Shankar Balasubramanian y David Klenerman desarrollan el método SBS
y fundaron Solexa donde encaminaron su trabajo a la investigacién y desarrollo en el
departamento de Quimica de Cambridge; en 2004 Solexa adquirié tecnologia molecular
agrupada de Manteia lo que favorecio la amplificacion de ADN con mayor la fidelidad y
precision reduciendo costos. Hacia 2005 se logra secuenciar el genoma completo del
bacteriéfago phiX-174 el mismo genoma que fue secuenciado por el método Sanger a
diferencia que la tecnologia SBS generd més informacion aumentando cerca de 3 millones
de bases en una sola corrida. En 2006 Solexa lanza el primer secuenciador el “Genome
Analyzer” dando a la comunidad cientifica la capacidad de secuenciar 1 gigabase (Gb) de
informacién en una sola corrida. En 2007 Solexa fue adquirida por lllumina, Inc que, en
los siguientes afios, una gran cantidad de genomas de organismos como plantas,
humanos, animales, microrganismos han sido secuenciados por esta tecnologia. Las
tecnologias NGS y sus archivos de salida siguen la ley de Moore como la mayoria de la

tecnologia aumentando mas del doble por afio (lllumina, Inc, 2017).

El método de secuenciacidon por sintesis (SBS) es similar a la secuenciacion tipo Sanger
a diferencia de usar dNTPs modificados que contienen un terminador que bloquea la
polimerizacion adicional, es decir, solamente una base puede ser afiadida por una enzima
polimerasa a cada hebra de copia de ADN en crecimiento. La reaccién se produce
simultaneamente en un numero de varios millones de diferentes moléculas “molde” que
se encuentran distribuidas sobre una superficie soélida. Los terminadores antes
mencionados contienen un marcador fluorescente que es detectado por una camaray sélo
se utiliza un color fluorescente por base por lo tanto cada base debe agregarse en un ciclo
separado. Una vez afiadidos los dNTPs las imagenes son registradas y se eliminan los
terminadores a esto se le llama “terminadores reversibles”. Finalmente se inician cuatro

ciclos mas de adiciones de dNTP ya que se afiaden bases simples a todas las plantillas
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de forma uniforme para que el proceso de secuenciacion produzca lecturas de secuencia
de ADN de longitudes uniformes (Brown, 2012). La tecnologia de Illumina y su flujo de

trabajo se pueden resumir en cuatro pasos basicos (Figura 11):
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Figura 11. Flujo de trabajo Tecnologia lllumina

La tecnologia lllumina puede dividirse en cuatro pasos A) Preparacion del material genético puede ser bien
DNA o cDNA alternadamente se combinan reacciones de fragmentacion y ligacién en un solo paso
incrementando la eficiencia en el proceso de preparacion de libreria B) Los fragmentos de material genético
son capturados en la placa de flujo celular mediante oligos complementarios (adaptadores), cada fragmento
anclado es amplificado mediante una amplificacion en puente. Cuando los clusters estan terminados la
muestra esta lista para ser secuenciada, C) lllumina usa terminadores reversibles para detectar las bases
que son incorporadas en las cadenas de ADN. Existen cuatro terminadores (uno por cada base) el resultado
es altamente preciso y leido mediante una camara D) finalmente esta informacién se deposita en archivos
FASTA que contienen la informacion de las cadenas que se leyeron, el siguiente paso son los analisis
bioinforméticos dependiendo del material genético usado se puede realizar analisis filogénicos, genémicos,
metagendémicos, transcriptomicos, entre otros. Tomado y modificado de (lllumina, Inc., 2016); Imagen D
tomada de http://www.bioplatforms.com/bioinformatics-training/.
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4.2.1. Tecnologia MiSeq de Illumina

La plataforma MiSeq fue lanzada a finales del 2011, esta tecnologia puede generar 150
pb de lecturas secuenciadas con un total de 1.5- 2 Gb por corrida, mediante la SBS.
Ademas, integra las funciones de la generacion de clusters, SBS y analisis de datos en un
solo instrumento y puede ser analizada en unos cuantos dias (incluso 8 horas). Mas de
750 publicaciones a la fecha han utilizado este sistema pues es ideal, rapido y el costo es
factible acorde a la informacion que provee. En alto rendimiento, MiSeq puede producir
hasta 15Gb de salida de 50 millones de lecturas a una longitud de 300 pb. Los cuatro
dNTPs terminales se encuentran presentes en cada ciclo de secuenciacién, esta
caracteristica minimiza el sesgo de incorporacién y reduce enormemente las tasas de
errores brutos. Diversos estudios han utilizado MiSeq ya que se puede lograr una
sensibilidad a nivel de especie para el estudio de poblaciones en metagendmica; esto ha
permitido a investigadores entender las influencias ambientales y las interacciones que
sufren los diferentes entornos (agua, suelo, aire, estomago humano) y por tanto se ha
establecido que los estudios metagendmicos constituyen una de las muchas areas que
pueden ser analizadas mediante MiSeq permitiendo una amplia gama de aplicaciones

para las ciencias 6micas.

Comparado con el sistema Hiseq2000 de lllumina que puede tardar en promedio 10 dias,
el sistema MiSeq demoraria solamente un dia (Tomas et al., 2012), adicionalmente la
optimizacién de la preparacién de las librerias del sistema MiSeq hacen de este una

excelente opcién para las aplicaciones de secuenciacion (Schimer et al., 2016).

Posterior a las técnicas de secuenciacion de segunda generacion han nacido nuevas
tecnologias que buscan cubrir las desventajas de sus predecesoras, diversas compafias
han desarrollado y optimizado su propio método, en la Tabla 6 se muestra un comparativo
de varias plataformas de secuenciacion, asi como datos sobre el costo de secuenciacion,

tiempo de secuenciacion y la cantidad de datos generados.
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Tabla 4. Especificaciones técnicas de algunas plataformas NGS.

lllumina _ lllumina lon Torrent PacBio
Plataforma _ lllumina GAIIx _
MiSeq HiSeq 2000 PGM RS
Costo* $128K $256 K $654 K $80 K $695 K
Rendimiento de
. Desde 20 Mb
secuencia por 1.5-2 Gb 30Gb 600 Gb 100 Mb
. alGb
corrida
Costo de
secuenciaciéon $502 $148 $41 $1000 $2000
por Gb
Tiempo de corrida 27 horas** 10 dias 11 dias 2 horas 2 horas
Precisién Generalmente Generalmente > Generalmente > Generalmente 010
<
reportada > Q30 Q30 Q30 Q20
Tasa de error
0.80 % 0.76 % 0.26 % 1.71 % 12.86 %
observada
En
Hasta 150 Hasta 150 Hasta 150 )
Longitud de Read ~200 bases promedio
bases bases bases
1500
Paired reads Si Si Si Si No
Tamafio del Hasta 700 Hasta 700 Hasta 700 Hasta 250 Hasta 10
inserto bases bases bases bases kb
Cantidad de DNA
] 50-1000 ng 50-1000 ng 50-1000 ng 100-1000 ng ~1 ug
requerida

*Todos los célculos de costos estan basados en cotizaciones de precios en la lista obtenida del fabricante
y asumen el rendimiento esperado de la secuenciacion.

**Incluye dos horas de generacion de cluster (Mencionado en Figura 11).

Tomado y modificado de Qualil, et al., 2012.
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4.3. DelagenO6micaala metagendmica

Las NGS son de gran utilidad y ofrecen un panorama amplio de la informacién que
podemos obtener de microorganismos que a nivel laboratorio aun es imposible de aislar.
La enorme capacidad de estas tecnologias da origen a un potente campo de trabajo
conocido como “metagendémica” que combina una serie de técnicas moleculares que han
ido creciendo en el ultimo siglo, lo cual ha favorecido al estudio y descubrimiento de la
diversidad microbiana proveniente de diversos habitats (suelo, agua, aire, entre otros) asi
como sus interacciones con otros organismos (LANGER et al.,, 2006). El término
“‘metagendmica” fue acufiado en 1998 por Handelsman e implica esencialmente la
secuenciacion por fuerza bruta de fragmentos de DNA obtenidos de un micro ecosistema
seguido por la bioinformética. Ademas, la metagendmica es una aproximacion para
entender los procesos biolégicos a nuevos niveles como entender las relaciones
moleculares que se dan en una comunidad bacteriana en determinados ecosistemas
aplicando un conjunto de tecnologias gendmicas y herramientas bioinformaticas
(Handelsman et al., 1998). Dentro de esta ciencia 6mica podemos dividirla en
metagendmica, metatrascriptomica, meta proteémica y metaboldmica que pueden ser
explotadas para describir la organizaciéon de las comunidades microbianas en una gran
cantidad de entornos para asi poder descubrir nuevos organismos, genes y enzimas de
interés industrial (Genti, 2013), estas relaciones pueden inferirse realizando mapeos del
genoma, asi mismo se puede deducir la funcidon del gen o proteina mediante bases de

datos como lo son NCBI, KEGG, entre otras (Segata-Boernigen et al., 2013).

Con la metagenomica podemos conocer qué organismos se encuentran en una muestra
(bacterias, hongos, virus, protozoos), cual es su funcién bajo condiciones especificas
(factores bidticos y abidticos) y como pueden estar presentes en esas condiciones (Figura
12).
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cQuéeslo

gue hace?

Figura 12. ¢ Qué nos puede decir metagendémica?

Mediante la bioinformatica podemos responder la pregunta ¢ Quién esta ahi?, comparando las secuencias
obtenidas con otras especies secuenciadas y aisladas. Debido a que estas secuencias estan presenten en
proporcién aproximada a la frecuencia poblacional de cada microorganismo, se puede inferir la abundancia
relativa en un metagenoma. Todos los organismos vivimos en simbiosis con miles de millones de especies
de microorganismos que habitan externa e internamente de otros como, por ejemplo, humanos, animales o
plantas formando lo que se le denomina como “microbioma”. El microbioma no se encuentra restringido a
sistemas bioldgicos, diversos estudios metagenémicos estan investigando ecosistemas complejos como lo
son el suelo, minas, atmosfera, permafrost y el océano. La secuenciacion de los metagenomas puede
utilizarse para descubrir microorganismos nuevos, asi como sus posibles genes y estos a su vez pueden
llegar a ser de interés biotecnolégico.

La metagendmica es una técnica compleja de trabajo de laboratorio como computacional
(bioinformatica). Inicia con la toma de muestra, desde muestras ambientales como
permafrost, rios contaminados, microbiomas de nichos complejos como el estdbmago
humano. Posterior a la toma de muestra se procede a realizar la extraccion de DNA. A
partir de este punto existen diferentes formas de realizar la secuenciacion del
metagenoma, uno de los primeros métodos consistia en clonar el DNA en vectores para
la construccion de una “genoteca” como lo describe (Courtois et al., 2003); sin embargo,
hoy en dia esto resulta obsoleto debido al costo que incluye la clonacion en los vectores
y su posterior protocolo de lisis y extraccion y segundo consiste en que, ciertos genes que

se insertan en el vector pueden causar toxicidad en el huésped matandolo. De esta forma
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existen dos métodos el analisis mediante OTUs (Operational Taxonomic Unit) y el analisis

del DNA total (Figura 13).
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Figura 13. Esquema basico de un pipeline metagenémico de dos vias.

En el andlisis mediante OTUs amplificamos por PCR genes como el del 16S después se procede a la
secuenciacion de estos amplicones, por la via de secuenciacion total, evitamos realizar PCR y directamente
se secuencia el DNA total que se extrajo. Esto nos dara la facilidad de ensamblar genes de la biblioteca
metagendémica hasta poder hacer una reconstrucciéon metabélica para fines biotecnolégico a diferencia del
analisis mediante OTUs que solamente se amplificé el 16S por ejemplo y se encuentra limitado a este
mismo, dandonos un panorama de la diversidad bacteriana Unicamente pues microorganismos como
levaduras y mohos no tienen 16S es decir, se tendria que analizar por separado cada tipo de organismo,
asi como la abundancia de especies que se encuentran en esa muestra y bajo esas condiciones (Tomado

y modificado de Genti, 2013).
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4.4. Metagendmica aplicada al estudio de larizésfera del maiz

Las especies vegetales estan en constante interaccion con una gran cantidad de
microorganismos que establecen diversas relaciones entre planta y microorganismo.

Estas relaciones pueden ser benéficas o perjudiciales para la planta (Cadena et al., 2016).

Hasta el momento, se han realizado numerosos estudios metagendmicos a la rizosfera de
maiz (Zea mays) tales como los desarrollados por Dohrmann y colaboradores (2013) que
compararon la diversidad bacteriana en maiz Bt y dos variedades mas; en los estudios de
Li y colaboradores (2014) analizaron como se comporta la diversidad bacteriana en
plantas de maiz, analizando cuales son los taxones mas abundantes en diferentes fases
de desarrollo de la planta. Los mismos autores el mismo afio realizan un estudio para
conocer las comunidades microbianas e identificaron genes importantes para entender las
capacidades metabdlicas de la rizésfera del maiz. Los estudios mas recientes son los de
Correa y colaboradores (2016) en donde describio la diversidad bacteriana de la rizésfera
de maiz. Por otra parte, De la Cruz y equipo (2017) describieron como los cambios en las
caracteristicas del suelo afectan la estructura de la comunidad bacteriana, asi como la

abundancia de bacterias implicadas en la degradacion de materia organica.

Sin embargo, para la realizacion de los estudios antes mencionados se basaron en la
amplificacion del 16S, dejando un sesgo al no considerar la presencia de otros
microorganismos tales como hongos y virus. La amplificacion del 16S tiene desventajas
entre ellas la formacién quimeras en los productos de amplificacion por PCR, esto debido
a los posibles errores de la enzima polimerasa (Haas et al., 2011), el apareamiento
incorrecto de los cebadores para amplificar el fragmento 16S por lo cual, se pierden OTUs
raros, por otra parte, los analisis ofrecen una limitacion en el analisis funcional. Por su
parte la metagendmica al usar todo el DNA de una muestra lo que permite hacer una
clasificacion taxonomica y funcional mucho mas amplia incluyendo una mayor cantidad de

organismos como archaea, virus, hongos y eucariontes.
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JUSTIFICACION: IMPACTO SOCIAL, TECNOLOGICO,
ECONOMICO Y AMBIENTAL.

Impacto social. — El entendimiento de los compuestos promotores de crecimiento vegetal
tienen una gran relevancia en el area agronémica pues, se ha observado que estimulan
el crecimiento vegetal y por otra parte confieren resistencias al estrés abidtico, no
obstante, es relevante conocer el efecto que tienen dichos compuestos sobre los

microorganismos de suelo.

Impacto tecnoldgico. — En esta investigacion se emplea secuenciacion de nueva
generacion como herramienta para conocer la diversidad de microorganismos asociados
al suelo rizosférico de plantas de maiz, puesto que las técnicas microbiologicas

tradicionales no son suficiente para describir la enorme diversidad microbiana.

Impacto econdmico. - El conocimiento de los microorganismos presentes en el suelo
rizosférico de plantas de maiz permite entender el efecto que causan los compuestos
promotores de crecimiento vegetal pues estos pueden brindar proteccién ante patdgenos
o permitir la proliferacion de microorganismos benéficos para las plantas con lo cual se

reduciria el costo de pesticidas y agroquimicos

Impacto ambiental. - Los compuestos usados en la investigacidon son considerados
novedosos y por las cualidades que le confieren a la planta, son una alternativa al uso de
productos quimicos convencionales que son dafiinos al ambiente y a los organismos

cercanos.
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IV. HIPOTESIS

Los compuestos promotores del crecimiento vegetal aBss4 y aBss8/18 usados en la
investigacion modifican la diversidad microbiana del suelo rizosférico de plantas de una

variedad nativa de maiz (Zea mays).

V. OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar el efecto que tienen los promotores de crecimiento vegetal aBss4 y aBss8/18 en
la diversidad microbiana asociada a suelo rizosférico de plantas de una variedad nativa

de maiz.

Objetivos Especificos

Preparacion y secuenciacion de bibliotecas Miseq a partir del ADN proveniente de
suelo asociado a la rizésfera de plantas de maiz tratadas con los promotores de
crecimiento vegetal aBss4 y aBss8/18.

Determinar y comparar la diversidad y abundancia relativa microbiana de suelo
asociado a la rizésfera a partir de suelos tratados con los compuestos promotores de

crecimiento mediante herramientas bioinforméaticas.

Determinar y comparar los genes y rutas metabdlicas presentes en las muestras

tratadas y no tratadas con los promotores.
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VI.

MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacién geogréafica de los sitios de muestreo

Las muestras de suelo horticolas fueron recolectadas en el mes de agosto de 2016, en
una zona aledafia a la laguna de Valsequillo con las coordenadas 18°55'45.26” N
98°11'04.10” O a una altura de 2053m.n.m perteneciente al municipio de San Francisco

Totimehuacan en el estado de Puebla (Figura 14).

Figura 14 Localizacién Geogréfica del sitio muestreado de Valsequillo.
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El sitio de muestreo corresponde a una parcela con plantacion de una variedad nativa de
maiz. Esta parcela fue dividida en tres secciones diferentes en las que se sembraron
semillas de maiz que habian sido imbibidas en agua o con los Promotores de Crecimiento
Vegetal (PCV) aBss4 y aBss8/18.

Para la recoleccion de suelo asociado a la rizésfera de plantas de maiz tratadas con los
compuestos promotores de crecimiento vegetal y los no tratados (control) se
seleccionaron 5 plantas de cada tipo (aBss4, aBss8/18 y Control), se recolectd una
muestra de aproximadamente 500 gramos a una profundidad aproximada de 20 cm. Las
muestras fueron colocadas en bolsas y almacenadas a temperatura ambiente hasta su
procesamiento en el laboratorio. En total se tomaron 15 muestras, 5 correspondientes a
suelo rizosférico designadas como Control (sin tratamiento), 5 para suelo rizosférico con
tratamiento con el compuesto aBss4 y 5 para suelo de plantas tratadas con el compuesto
aBss8/18.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio del Jardin Botanico Universitario de la

Universidad Autonoma de Puebla en donde se procedio con los experimentos.

2. Extraccién y purificacion del ADN total

Para realizar la extraccién del DNA de suelo asociado a la rizésfera, se juntaron las cinco
muestras de cada tratamiento y se realizdé la homogenizacion del suelo, a su vez se
eliminaron restos de tejidos de raiz, insectos, rocas, etcétera, para tener una muestra
representativa de los microorganismos presentes en el suelo, se disolvieron 100 gramos
de éste en 100 mL de agua destilada estéril, se mantuvo en agitacion durante 45 minutos,
posteriormente se tomaron alicuotas de 1 mL en tubos, se centrifug6 a 10, 000 rpm por 1
minuto se desechd el sobrenadante, éste proceso se repitid hasta obtener 0.25 gramos
de suelo. EI DNA de cada muestra se obtuvo usando el kit de extraccion (PowerLyzer)
PowerSoil DNA Isolation Kit (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad del material genético se analiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al (1%). Las condiciones de la electroforesis fueron 90 voltios por 35 minutos;

finalmente se visualizaron los resultados mediante un fotodocumentador.
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2.1. Preparacion de librerias y secuenciacion

La calidad e integridad del DNA extraido anteriormente fue corroborada en el
departamento de Secuenciacion masiva del INECOL (Instituto de Ecologia A.C.,
departamento de Estudios Moleculares Avanzados, Xalapa), las librerias metagendmicas
fueron preparadas utilizando el kit Nextera- XT Index Kit v2 Set A (96 indices 384 Samples)
(lumina, Inc, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante y su secuenciacion se
realizé utilizando el sistema MiSeq de lllumina. Para asegurar que la profundidad de
secuenciacion era la adecuada se llevaron a cabo dos corridas de secuenciacion. Los

datos de las lecturas sin procesar se resumen en la Tabla 6.

Tabla 5. Estadisticas de secuenciacion.

. . Tamarfo de NUmero de Ta_mang de las
Libreria Lecturas librerias en
lectura Bases :

Gigabytes
04_S3 _L001 R1 001.fastq 450+146 16,907,480 5,166,238,168 5,7Gb
04_S3 _L001 R2_001.fastq 450+146 17,895,689 5,010,041,405 5,7Gb
04_S3 _L0O01 R1 001 new.fastq 450+146 16,254,805 4,623,333,472 5,2Gb
04_S3_L001 R2 001 new.fastq 450+146 16,778,724 4,545,888,757 5,3Gb
18 S2 L001_R1 001.fastq 450+146 16,931,161 5,016,595,554 5,5Gb
18 S2 L001_R2 001.fastq 450+146 18,038,027 4,862,535,030 5,6Gb
18 S2 L001_R1 001 new.fastq 450+146 18,810,477 5,191,742,031 5,9Gb
18 S2 L001_R2 001 new.fastq 450+146 19,379,819 5,133,480,123 6,0Gb
Control_S1 1L001_R1 001.fastq 450+146 21,368,793 6,507,731,263 7,1Gb
Control _S1 L001_R2 _001.fastq 450+146 22,556,826 6,318,436,093 7,2Gb
Control_S1 1001_R1 001 _new.fastq| 450+146 20,439,061 5,792,508,083 6,5Gb
Control_S1 1001_R2 001 _new.fastq| 4501146 21,081,395 5,701,094,165 6,6Gb
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2.2. Analisis bioinformaticos y estadisticos

En el siguiente esquema (Figura 15) se muestra el flujo de trabajo que se siguid para
realizar el andlisis metagendmico de las muestras secuenciadas. Los scripts usados a lo

largo del esquema se detallan en el Anexo A.1-A.9.

PU——
FASTQC
S
Proceso Andlisis de calidad de las lecturas
PR——
Software PRINSEQ
- ————
Filtrado de lecturas
A S
Método
Fastjoin
——
@]
Ensamble de librerias (Forward & (@)
Reverse) =
\@©
_— PR——
Bowtie2 E
Blastn e
——
— Identificar lecturas conocidas de Remover lecturas homdlogas a @]
bacterias/virus genomas no deseados (Zea mays) "E
J—
PR— " —
Blast2lca MEGAHIT 9
———
—— m
fr— Asignacion taxonémica Ensamblaje del o
QIIME metagenoma e — c
* ShotMap 6
U
o
_ Filtrado y Normalizacion + —
Diversidad Alfa
de datos Obtencién de ORFs AR
PE——
COG
——
PR——
R Heatmap Cladograma/ Andlisis / Asignacion de genes
Abundancia estadistico S—
h—— —
—— KEGG
S
PU—— R —
MetaPhlan2 Stekel Busql{e.da de rutas
metabdlicas y genes
_ S — . <
de interés

Figura 15. Diagrama de flujo de pasos a seguir para los analisis bioinformaticos y estadisticos.

Este flujo de trabajo ha sido desarrollado de tal manera que se pueda trabajar de forma, ordenada y eficaz.
Teniendo en cuenta que los Raw Reads (lecturas sin limpiar) son los archivos de salida de la secuenciacion
mediante Miseq en el formato fastg. Una vez que se obtienen los ficheros de salida correspondientes a los
tratamientos denominados aBss4, aBss8/18 y un control, se procedio a realizar cada proceso marcado en
la figura (Verde) utilizando un software especifico para cada etapa (azul).
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2.2.1. Control de calidad y pre-procesamiento de librerias metagendmicas

Existen varias aplicaciones que podemos usar como PRINSEQ version (PReprocessing
and INformation of SEQuences) que es un programa que permite comprobar de manera
eficiente la calidad de los datos ademas de prepararlos para sus analisis posteriores. Este
programa nos revela si la secuenciacion fue realizada correctamente o si tiene errores en
la preparaciéon de ADN. Ademas, el programa es capaz de manejar la gran cantidad de
datos que los secuenciadores generan y hacen del proceso mas accesible para los
laboratorios (Schmieder y Edwars, 2011).

La calidad de los archivos obtenidos de la secuenciacién por MiSeq fue analizada con el
programa FastQC versién 0.11.5 (Andrews, S., 2010) después se procedi6 los archivos
del mismo tratamiento procedentes de las dos corridas realizadas, por ejemplo, el archivo
04 _S3 L0O01 R1 001.fastq se unio con 04 _S3 L001 R1 001 new. fastqg realizando el
mismo procedimiento con las librerias restantes teniendo un total de ocho ficheros, dos
para cada tratamiento puesto que son librerias paire-end. Posterior al andlisis de calidad
los archivos de salida se filtran mediante el programa informatico PRINSEQ (Schmieder y
Edwards, 2011) (PReprocessing and INformation of SEQuences) version 0.20.4 usando
los comandos descritos en el ANEXO A.1.1 con la finalidad de descartar las secuencias
con baja calidad (menor o igual a 20) y de longitud corta (menos de 50 pb). Una vez que
se eliminan estas secuencias, los archivos de cada libreria se unieron entre R1 Y R2
(correspondiente a las dos lecturas que se generan durante el proceso de secuenciacion)
con ayuda del programa Fastjoin (Wang et al., 2011). La Tabla 7 resume el contenido de

las librerias después de ser filtradas.

73



2.2.2. Filtrado de lecturas homologas a Zea Mays usando BOWTIE2

Con la finalidad de filtrar lecturas homologas a maiz (Zea mays), se obtuvo de la base de
datos NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA) la secuencia del genoma
de referencia de la variedad de maiz B73 Zea mays (assembly B73 RefGen_v4). Las
lecturas de las librerias se mapearon contra este genoma utilizando el programa Bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012) con la linea de comandos descrita en el ANEXO A.2.

Todas las secuencias que se fueron homologas al genoma del maiz fueron eliminadas.

Tabla 6. Resumen de control de calidad de las librerias secuenciadas de suelo asociado a rizésfera de
maiz

Tamafo Tamafio BOWTIE2
Libreria Lecturas en Gb Join post-QC en Gb
aBss4 Rl.fastqg 17,966,816 11Gb
aBss4 R2.fastqg 17,889,345 11Gb aBss4 24,11,856 17Gb 24,094,256

aBss8/18_R1.fastq 19,416,320 12Gb
aBss8/18_R2.fastq 19,334,507 12Gb aBss8/18 25,899,636 17Gb 25,890,134
Control_R1.fastq 22,637,472 14Gb
Control R2.fastg 22,546,919 14Gb Control 30,515,125 21Gb 30,403,235

2.2.3. Alineamiento y asignacion taxonémica

Los archivos con las lecturas que no fueron homologas al genoma de maiz variedad B73
descrito anteriormente se analizaron utilizando la herramienta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool/Nucleotide) comparando con la base de datos que contiene
secuencias bacterianas (Bacteria_2015 06 _09.fasta) obtenida  de NCBI

(ftp://ftp.nchi.nlm.nih.gov/genomes/humanmicrobiom/Bacteria/). Los datos obtenidos del

alineamiento se clasificaron taxondmicamente mediante el software blast2lca version 0.8
(Pignatelli M, 2014). La abundancia relativa de los taxones presentes en las muestras se
representd mediante heatmaps utilizando las librerias (vegan y gplots) generados

mediante el programa R (http://www.R-project.org).
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2.2.4. Analisis de la diversidad microbiana mediante la secuencia del gen 16S

Usando el programa SingleM version 0.7.0 (Woodcroft B., 2016) se analiz6 la abundancia
de los taxones bacterianos de las muestras mediante la asignacién taxondmica de los
genes ribosomales. Se generd una tabla de abundancia de taxones por muestra. La linea

de comandos utilizados se encuentra en el anexo A.4.1.

2.2.5. Construccion de tabla de taxones, normalizacion y filtrado de datos

Con la finalidad de realizar una normalizacion de los datos se seleccionaron los mejores
resultados a partir del archivo de salida generado con blastn (Boratyn, et al., 2013) y se
agruparon por tratamiento encontrando un total de 1892 especies los cuales se
depositaron en una tabla que fue llamada “datos sin filtrar” (DSF), estos resultados se
filtraron manualmente eliminando todas las especies con una frecuencia relativa menor al
0.01% quedando 632 especies. Se realizé una busqueda del tamafio del genoma de cada
una de estas especies. A estos datos se les llamo “datos filtrados normalizados” (DFN).
Las férmulas utilizadas para realizar la normalizaciéon de los datos se describen a

continuacion (1) y (2):

(r*t)
G

1 S = (2) n; = S/ XSt

Donde:

Si = Corresponde a la normalizacion de una especie.

r= El ndmero de lecturas que encontré BLAST homologas a esa especie.
G= Corresponde al tamafo del genoma la especie en pb.

t= Tamafno medio de la lectura pareada (450 pb).

ni= Corresponde a la frecuencia relativa de la normalizacion de una especie sobre la

sumatoria de todas las normalizaciones.

St= Sumatoria de la normalizacion de todas las especies.
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La normalizacion de los datos se realizé para obtener cifras ajustadas a las abundancias
relativas de los genomas de cada especie, pues dependiendo del tamafio del genoma se
pueden obtener una mayor cantidad de lecturas, cuando el genoma es grande, o menor
cantidad cuando el genoma es pequefio y por tanto se podrian pasar por alto diferencias

significativas en algunos taxones poco abundantes.

2.2.6. Curvas de rarefaccion

La rarefaccion es un método que sirve para comparar el nUmero de especies, estimar la
abundancia en funcion de la muestra (Kraker y Cobar, 2011). Las curvas de rarefaccion
sirven para evaluar la riqueza de especies de bacterias en cada una de las muestras de
ADN microbiano. La riqueza de microbiota estimada en las muestras es proporcional al
namero de lecturas obtenidas. Llega un punto en el cual, se estabilizan las diferentes
curvas de refraccion y por mas lecturas que incluyamos en el analisis, no se obtiene mas
diversidad microbiana (A. F. Siegel, 2006). Cabe mencionar que el nimero de individuos
muestreado en dos sitios nunca va a ser el mismo, por lo tanto, seran indices diferentes y
para compararlos es crucial hacer una correccibn matematica para que el numero de
individuos sea igual. Las rarefacciones toman el habitat con el mayor nimero de especies
y a partir de esta se submuestrea sin reemplazo aleatoriamente un nimero determinado
de veces para generar un indice promedio el cual puede usarse para comparar otros
habitats tomando en cuenta el mismo nimero de especies (Carmona, 2013). La
abundancia de especies que se pueden graficar mediante la rarefaccion en el ambito de
la metagendmica se divide en diversidad alfa y beta, siendo la diversidad alfa la cual se
tomara para el estudio y se refiere a la rigueza de especies dentro de una comunidad
determinada, por ejemplo, la diversidad en un bosque o bien las especies asociadas a

rizosfera (Villareal, et al., 2006).

Existen diversos indices que nos ayudan a calcular la diversidad alfa que toman en cuenta
dos variables importantes la riqueza de especies y la abundancia relativa de dichas

especies.
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2.2.6.1. Iindice de Shannon

H = - ZPi*lnPi 3)
Donde:
H = Indice de Shannon-Wienner.
Pi = Abundancia relativa.

Ln= Logaritmo natural.

También conocido como Shannon-Weaver (Shannon y Weaver, 1949) y refleja la
heterogeneidad en una muestra o comunidad teniendo en cuenta dos factores: el nimero
de especies presentes y su abundancia relativa, es decir; nos indica qué tan uniformes se
encuentran representadas las especies (abundancia relativa) teniendo en cuenta todas
las especies muestreadas (Villareal, et al., 2006; Pla, 2006: Carmona, 2013). A mayor

valor del indice indica mayor biodiversidad en la muestra.

2.2.6.2. Indice de Simpson

— 2
A= Xp; (4)
Donde:
A = a la abundancia proporcional de la especie i, es decir, el numero de individuos de una
misma especie denotada por i dividido entre el nimero total de individuos en una muestra.

Determina la probabilidad de que dos individuos tomados al azar dentro de una muestra

sean de una misma especie.

El indice propuesto por Simpson (1949) nos indica la probabilidad de que dos individuos

seleccionados al azar de una muestra pertenezcan a la misma especie. Normalmente
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representado con una D, este indice esté altamente ligado a la abundancia relativa pues
a medida que aumenta D, disminuye la diversidad. Para que Simpson sea un valor intuitivo
se expresa como 1-D de esta manera el valor aumenta a medida que la comunidad se
vuelve mas diversa. Si el valor del indice corresponde a 1 indica que no hay diversidad en

la muestra (Villareal, et al., 2006; Bouza y Covarrubias, 2005).

2.2.6.3. Construcciéon de curvas de rarefaccién

Mediante QIIME version 1.8.0 (Caporaso, et al., 2010), utilizando los comandos mostrados
en el anexo A.5, se construyeron dos conjuntos curvos de rarefaccion utilizando los indices
de diversidad alfa (Simpson y Shannon) usando las librerias de los tratamientos Control,
aBss4 y aBss8/18. Las curvas de rarefaccion se construyeron usando tanto los datos sin

filtrar como los datos filtrados y normalizados

2.2.7. Resumen de los taxones

Asi mismo utilizando los comandos mostrados en el anexo A.8.2 se construyeron
histogramas con el programa R version 3.2.3 utilizando las librerias (RColorBrewer y
ggplot2) para visualizar la clasificacion taxonémica presente en los tres grupos muéstrales
(Tratamientos) en este agrupamiento se emplearon los datos filtrados y normalizados. Por
otra parte, se utilizé el comando mostrado en el anexo A.8.1 en la herramienta MetaPhlan2
version 1.7.7 (Segata, et al., 2012) para crear cladogramas utilizando los datos DFN.
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2.2.8. Ensamblaje de los metagenomas

Para realizar la anotacion funcional a nivel de contig (lecturas ensambladas por el
sobrelapamiento de pequefios fragmentos de lecturas para formar una region del genoma
de un organismo), se utilizaron los programas Ray Meta 2.3.1 (Boisvert, et al., 2012) y
MEGAHIT versién 1.1.2 (Li et al., 2015) empleando los comandos descritos en el anexo
A.7, con la finalidad de realizar una comparacion entre los datos generados por ambos
ensambladores y la cantidad que generan, en ambos programas se utilizaron diferentes
valores de k-mer (31,41,71 y 141) tomando las métricas de k-mer 31 como las mejores,

resumiendo los estadisticos a este k-mer con ambos software en la Tabla 7.

Tabla 7. Resumen ensamblaje de los metagenomas.

Meta-Ray k-mer 31 Contigs Tamafio (pb)  N50 Longitud maxima
Control 279,030 97,575,713 343 pb 3,114 pb
aBss4 208,785 71,956,221 338 pb 2,699 pb
aBss8/18 198,617 67,539,757  331pb 4,078 pb
MEGAHIT k-mer 31

Control 5,456,938 2,103,117,430  379pb 5,527 pb
aBss4 4,240,917 1,609,067,551  371pb 5,527 pb
aBss8/18 3,614,856 1,323,308,298 534 pb 7,158 pb
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2.2.9. Prediccion de marcos abiertos de lectura (ORFS)

Para realizar la anotacion de genes primero debemos de obtener o predecir los ORFs
presentes en los datos, para este proceso se usaron los metagenomas ensamblados
mediante MEGAHIT para luego ser introducidos en el programa ShotMap version 1.0
(Nayfach et al., 2015) usando la linea de comandos descrita en el ANEXO A.9.1 este
software automatiza la anotacion funcional de un metagenoma, asi como la comparacion
entre metagenomas. La tarea que realiza este software es encontrar los posibles ORFs
en los datos y por cada muestra o contig lo traduce en una secuencia de péptidos y cada
secuencia es comparada en una base de datos (EggNOG en nuestro caso) posterior a
esta comparacion se clasifico cada contig (que ahora es un ORF) en la base de datos de
las familias de los péptidos predichos, Unicamente las secuencias que tengan el mayor
puntaje como mejor puntaje de alineamiento, e-value o cobertura se le fue asignada una
familia. Aunado a esto, se realiz6 un alineamiento utilizando Blast, usando las lecturas
filtradas mediante Bowtie contra los ORFs obtenidos de tal forma que, se obtuviera el
namero de lecturas que se encuentra de cada ORF en las librerias y que tuviera una

homologia superior al 99.9% con algun ORF.

2.2.10. Clasificacion y analisis de abundancia de genes

El software ShotMap generd un archivo que clasificé todos los ORFs con mejor puntaje a
una familia de la base de datos COG este archivo se utilizdé para obtener la abundancia
relativa de cada categoria en que se encuentra clasificada en la base de datos, asi como
comparar la diferencia entre metagenomas. El archivo con extension .tab que contiene los
ORFs fue utilizado para clasificar los genes en la plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes Groups) este archivo es el mas adecuado para realizar anotacion con otros
software pues contiene los ORFs que el programa logra identificar ademas de traducir de
DNA a aminoacidos los contigs ensamblados con anterioridad pues es necesario obtener

las lecturas a anotar en forma de aminoacidos, al ser lecturas correspondientes a
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metagenomas utilizamos la herramienta GhostKOALA (KEGG Orthology And Links
Annotation). (Kanehisa y Morishima, 2016).

La herramienta interna de KEGG, KOALA utiliza los KO (KEGG Orthology) que es un
namero de clasificacién en una base de datos de funciones moleculares asociadas con
grupos ortélogos para permitir la extension de la evidencia experimental en un organismo
especifico a otros, y sirven para realizar la anotacion de la secuenciay clasificarla en algin
proceso metabdlico. Ademas, GhostKOALA esta disefiada para ficheros de gran tamafo
(BlastKOALA no acepta archivos que superen las 10,000 secuencias) por lo tanto es

utilizado para metagenomas.

Los genes asignados por KEGG se graficaron en un histograma tomando 11
subcategorias de KEGG, que contenian rutas y genes de interés que mas adelante se
analizaran. Se buscaron las rutas mas importantes implicadas en el aporte de nutrientes
esenciales a las plantas. A estas rutas se le asigndé un indice de qué tan activo se
encuentra un KO en determinada parte de la ruta, asi mismo se construyeron histogramas
para visualizar la diversidad microbiana en cada ruta metabodlica para encontrar

diferencias entre metagenomas.
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2.2.11. Analisis estadistico por el método descrito por Stekel y
colaboradores, 2000

Stekel y colaboradores (2000) describen un método para detectar diferencias significativas
entre abundancias de genes transcritos en librerias de cDNA. Este método permite realizar
una comparacion de un gen en cualquier numero de librerias en un solo analisis
estadistico para identificar diferencias significativas en la abundancia de transcritos de
genes en dichas librerias. Este método puede extrapolarse a cualquier tipo de dato
bioinforméatico, nimero de OTUs, numero de taxones, nimero de genes, etc. Ademas,
este método resuelve el problema derivado de falsos positivos asociados a los repetitivos
meétodos aplicados a los cientos de genes e identifica genes que pueden llegar a ser de

relevancia bioldgica.

Para poder aplicarlo se requiere de un pre-tratamiento (Normalizacion) de los datos (Al
menos en el caso de taxones), los cuales fueron normalizados de acuerdo al tamafio del

genoma que se detalla en el apartado (2.2.6)

El estadistico propuesto por Stekel, D.J. et al., (2000), est4 denotado por R; para el gen (o

dato) j, y esta dado por la siguiente expresioén (5):
xl-,j
Nif;j

R; = ﬁlxid-log , (5

donde m es el numero de librerias, xij es el numero de copias de un gen j en la libreria i
y Ni es el nimero total de genes secuenciados que se encuentran en la libreria i. f; es la

frecuencia del nimero de copias del gene j en todas las librerias, dado por la formula (6):

f . Z:‘l{r=L1xi,j ©)
;g — 6
J Z?;lNi
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El resultado al aplicar el método Stekel debe ser graficado como una funcién de R y puede
apreciarse dos regiones diferentes: 1) donde el numero de genes decrece
exponencialmente y 2) una region bajo la curva exponencial que indica que el nimero de
genes observados es mucho mayor de lo esperado de informacién aleatoria. Es decir, una
region concentra la mayor cantidad de genes los cuales tienen un valor de R bajo (este
valor es dependiente de los datos) y que no representan una diferencia significativa e
incluso pueden representar un valor falso positivo. Las segundas regiones con valores
altos de R representan en un ~98% un valor verdadero y diferencia significativa del gen
(Figura 16).
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Figura 16. Representacion grafica del método estadistico descrito en Stekel, et al., 2000.

Por lo tanto, podemos confiar en la verdadera representacién de la variacion de estos

genes y no es posible obtener resultado falso positivo.
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2.2.12. Comparacion en la diversidad microbianay abundancia de genes
entre librerias
Se realiz6 una comparacién entre librerias para conocer cuan parecidas eran frente al

control, utilizando la libreria (vegan) del programa R y el método Bray construyendo asi
un cladograma para comparar las tres librerias. Eso fue aplicado a la asignacion
taxonomica descrita en el punto 2.2.10., asi como a la abundancia de genes con la base
de datos COG y en KEGG, resultando en tres cladogramas diferentes representando qué

tanto son similares las librerias a nivel taxonémico como a nivel de genes.

2.2.13. Abundancia en genes de interés

Se buscaron genes de importancia para la planta como aquellos que codifican enzimas
gue participan en rutas de produccién de fitohormonas, genes implicados en fijacién de
nitrégeno, fosfato o azufre y genes de resistencia entre otros tomando como referencia lar
investigaciones de (Tsurumaru, et al., 2015) y (Pacchioni, et al., 2014). Ademas, se utilizé
el método descrito por Stekel y colaboradores, el cual se aplicé tanto a los ORFs como al
namero de KO (KEEG Orthology) para obtener las categorias y KO que tuvieran

diferencias significativas entre metagenomas.

2.2.14. indice de copias génicas presentes en rutas de interés

Se calculd un indice utilizando los ORFs (Apartado 2.2.9.) utilizando las mismas
férmulas utilizadas en el Apartado 2.2.11. modificando el contenido:

@0

5; = @) ni =51/ ) 5,

Donde:

Si= Corresponde a la normalizacién de un ORF.

r= La cantidad de lecturas que fueron homdlogas a ese ORF.

84



t= Tamafo medio de la lectura pareada = 450 pb.

G= El tamafio del ORF en pb.

ni= Corresponde a la frecuencia relativa de la normalizacién de un ORF sobre la
sumatoria de todas las normalizaciones.

Posteriormente, se utilizo la frecuencia relativa de esta normalizacién sobre las rutas
metabdlicas de nitrégeno, azufre y solubilizacion de fosfato.
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VII.

RESULTADOS

La necesidad de incrementar la produccién agricola es inminente, los productos
biotecnolégicos modernos que se aplican a los cultivos prometen solventar dicha
necesidad, no obstante, en muchos casos el impacto sobre la microbiota u organismos
que se asocian a los cultivos no es analizado. En este trabajo se evalué el impacto
generado por nuevos compuestos promotores del crecimiento vegetal generados en la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) sobre la microbiota asociada a
suelo rizosférico de plantas de una variedad nativa de maiz. Aprovechando las nuevas
tecnologias de secuenciacion y procesamiento de datos, se realizé un andlisis
metagendmico con la finalidad de conocer el efecto en la diversidad y abundancia de

microorganismos y generar informacion del sobre su posible interaccion con la planta.

1. Panorama general de los datos de secuenciacion masiva

Una vez obtenido el ADN a partir de muestras de suelo asociado a la rizosfera, se
prepararon las bibliotecas correspondientes y se realizé secuenciacion de estas utilizando
el sistema MiSeq de la plataforma lllumina. Como resultado se obtuvieron mas de 6,1X10’
lecturas para la libreria Control con una longitud promedio de 461 pb. Para las librerias
con los tratamientos aBss4 y aBss8/18 se obtuvieron 3,2X107 lecturas de calidad con una
longitud promedio de lectura entre 408 y 432pb. De estas lecturas una vez que se
limpiaron y se filtraron por calidad obtuvimos mas de 30 millones para el tratamiento
Control y méas de 20 millones para los tratamientos aBss4 y aBss8/18.

Se realizo la asignacion taxonémica de las lecturas mediante un blastn contra una base
de datos de genomas bacterianos y una de genomas viricos obtenida del NCBI. El
92.86%, 92.93% y 91.37%, mostraron homologia contra la base bacteriana en la libreria
Control, aBss4 y aBss8/18 respectivamente. Respecto a la homologia con la base de
datos virica el porcentaje fue de 0.31%, 0.33% y 0.49% en las librerias Control, aBss4 y

aBss8/18 respectivamente.
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Al ensamblar los metagenomas se obtuvo un promedio de 225,805 contigs siendo la
biblioteca del tratamiento Control en la que se ensamblé el mayor nimero de contigs y la
biblioteca del tratamiento aBss8/18 la que se ensamblaron menos contigs. En estas
librerias se encontré un promedio de 299,178 ORFs los cuales fueron asignados en las
bases de datos COG (Clusters of Orthologous Groups) y KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) obteniendo un promedio de 187250 genes en COG y 151967 genes
en KEGG (Tabla 9).

Tabla 8. Resumen de los datos estadisticos de secuenciacion.

Control aBss4 aBss8/18
Lecturas totales generadas 45,184,391 35,856,161 38,750,827
Numero de lecturas filtradas (QC) 30,515,125 24,111,856 25,899,636
Lecturas asignadas a Bacterias 92.86% 92.93% 91.37%
Lecturas asignadas a Virus 0.31% 0.33% 0.49%
Lecturas asignadas a Archaea 0.03% 0.03% 0.04%
Lecturas desconocidas 6.8% 6.71% 8.10%
Estadisticas del ensamblaje
Contigs ensamblados 310,746 226,417 140,253
Mayor tamafio de contig 5,427 5,427 5,427
N50 571pb 571pb 571pb
Tamafio total del metagenoma (pb) 184,812,640 134,483,951 82,484,503
Asignacion de genes
ORFs obtenidos (ShotMap) 413,883 299,463 184,190
Genes asignados (COG) 257,749 188,829 115,173
Genes asignados (KEGG) 211,510 151,654 92,739
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2. indices de diversidad (Shannon y Simpson)

Se estimaron los indices de diversidad alfa utilizando el software QIIME aplicando los
indices Shannon y Simpson, asi como los taxones observados. A partir de estos datos se
graficaron curvas de rarefaccion las cuales se dividieron en dos, los datos sin filtrar (Figura
17) y los datos filtrados y normalizados (Figura 18). En ambos casos todos los
metagenomas alcanzaron la fase plateau, lo que es indicativo de que la diversidad
bacteriana de los microbiomas representa la realidad.
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Figura 17. Curvas de rarefacciéon Datos sin Filtrar (DSF).

Las curvas de rarefaccion muestran la diversidad de un taxén identificado en la informacion de cada libreria
metagendmica usando los datos de salida del software Blastn y sin realizar ningun filtro. Cada color de curva
representa un metagenoma individual rojo (Control), azul (aBss4) y naranja (aBss8/18). (a) Muestra el
progreso de las curvas generadas por el nimero absoluto de taxones (b) indice Shannon y (c) indice
Simpson.
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Figura 18. Curvas de rarefaccion Datos Filtrados y Normalizados (DFN).

Las curvas de rarefaccion muestran la diversidad de un taxon identificado en la informacién de cada libreria
metagendémica usando los datos de salida del software Blastn a los cuales se realizd un filtro al 0.01% y
normalizado. Usando un conjunto de datos de 632 taxones. Cada color de curva representa un metagenoma
individual rojo (Control), azul (aBss4) y naranja (aBss8/18). (a) Muestra el progreso de las curvas generadas
por el nimero absoluto de taxones (b) indice Shannon y (c) indice Simpson.
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3. Descripcion de la poblacion bacteriana

3.1. Taxones presentes y abundancias relativas

Las asignaciones taxondmicas se realizaron usando la base de datos de BLAST para el
dominio bacteria y SingleM usando una base de datos de genes ribosomales. Un total de
1,892 taxones bacterianos fueron asignados a las librerias mientras que tras la aplicacion

de los filtros y normalizacion se obtuvieron 632 taxones.

La comparacién a nivel de filo permitié encontrar de 36 filos en los datos sin filtrar, 18 con
datos filtrados y normalizados al 0.01% de abundancia, es decir, todo taxén que
represente menos del 0.01% del total de la comunidad es filtrado y finalmente 11 filos
después de analizar los datos con SingleM. Mas del 95% de la diversidad a nivel de filo,
en el caso de los datos sin filtrar (DSF) y los datos filtrados (DF), y el 70% en los de
SingleM, esta contenida en los filos: Proteobacterias, Actinobacterias, Acidobacterias,
Bacteroidetes y Firmicutes. El filo que presenta una mayor abundancia es Proteobacteria
teniendo una abundancia relativa de 65.9% en datos sin filtrar, 63.7 % datos filtrados y
40.7% al analizar con SingleM. De acuerdo con varios trabajos, dicho filo se encuentra
con una presencia alta mayoritariamente en muestras de suelo (Roesch, et al., 2007;
Spain, et al., 2009, Schmeisser, et al., 2003). Cabe mencionar que los datos presentados
en este apartado corresponden al promedio de las abundancias relativas de todos los

tratamientos y no asi las abundancias de cada tratamiento (Tabla 10).

Tabla 9. Comparacién de la abundancia relativa a nivel de filo.

Datos sin Datos
Abundancia relativa a nivel de filo Filtrar Filtrados SingleM
Proteobacteria 65.90% 65.20% 40.70%
Actinobacteria 21.00% 18.70% 21.70%
Acidobacteria 1.00% 0.80% 7.20%
Bacteroidetes 1.40% 0.90% 2.80%

Firmicutes 7.10% 10.00% 0.50%




A nivel de clase, podemos resaltar que las mas representativas en datos DSF son:
Actinobacteria (18.6%), Clostridia (6.3%), Thermoleophila (1.3%), y del filo proteobacteria
encontrando las clases Alphaproteobacteria (34.1%), Betaproteobacteria (15.3%),
Deltaproteobacteria (4.5%), y Gammaproteobacteria (11.9%) las mas abundantes
mientras que con datos (DF) se resaltan Actinobacteria (16.0%), y dentro del filo de
Proteobacterias encontramos Alphaproteobacteria (36.3%), Betaproteobacteria (13.8%),
Deltaproteobacteria (3.1%), y Gammaproteobacteria (12.0%), Clostridia (9.3%) y por
ultimo datos analizados con SingleM se muestra que las clases Actinobacteria (21.1%),
Acidobacteria (2.0%), Alphaproteobacteria (26.3%), Betaproteobacteria (4.2%),
Deltaproteobacteria (3.6%), Gammaproteobacteria (6.6%) y Verrucomicrobiae (1.3%)

son las mas abundantes.

El andlisis a nivel de orden en DSF se obtuvieron 160 diferentes, en DFN con 98 y con
SingleM con 33 donde Caulobacterales, Rizhobiales, Burkholderiales, Pseudomonadales
y Xanthomonadales son los que mayor abundancia tiene DSF, de igual forma con DF
incluyendo a Enterobacteriales, Myxococcales, Sphingomodanales y Clostridiales

mientras que SingleM destaca Sphingomonadales, Actinomycetales y Rhizobiales.

En DSF los 6rdenes Burkholderiales y Rizhobiales son los que se encuentran en mayor
abundancia, mientras que en DF son Caulacteriales y Xanthomonadales. Por otra parte,
Sphingomonadales se encontré en una alta abundancia cuando se analizé con SingleM
(Tabla 11).

Tabla 10. Comparacién de la abundancia relativa a nivel de Orden.

Abundancia relativa a nivel de orden DSF DEN SingleM

Caulobacteriales 11.20% 15.80% 0.50%
Rizhobiales 12.50% 10.10% 3.30%
Burkholderiales 12.80% 10.80% 2.80%
Pseudomonadales 3.80% 3.30% 0.60%
Xanthomonadales 3.50% 10.10% 2.40%
Sphingomonadales 6.80% 7.00% 18.80%
Actinomycetales 0.30% 0.50% 8.40%
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En el nivel de familia 298 fueron asignadas para DSF, 165 para DFN y solamente 51
familias en SingleM. Para DSF la Unica familia que supera el 10% de toda la comunidad
es Caulobacteraceae con 11.2% seguida de Sphingomonadadeae con 6.5 % mientras
gque mas de la mitad de las familias tienen una abundancia <1%. En cambio, DFN
muestran las familias Enterobacteriaceae (3.1%), Pseudomonadaceae (2.3%),
Xanthomonadaceae (3.9), Sphingomonadaceae (6.5%), Caulobacteraceae (15.8%) son
los mas representativos. Finalizando con SingleM con una mayor abundancia en la familia

Shingomonadaceae (18.2%).

Al nivel de género 795 fueron asignados en DSF siendo el género Brevundimonas (9.8%),
Burkholderia (2.8%), Bradyrhizobium (3.0%) y Anarostipes (5.6%) los mas abundantes;
352 géneros se obtuvieron en DFN y 90 para SingleM. Los géneros mas abundantes en

los datos se muestran en la Tabla 12 asi como una comparacion entre datos.

Tabla 11. Comparacion de los diferentes datos a nivel de género.

DSF DFN SingleM
Mycobacterium 1.50% 1.20% 0.30%
Streptomyces 3.20% 1.70% 0.40%
Anaerostipes 5.60% 8.60% N/A
Brevundimonas 9.80% 14.40% N/A
Bradyrhizobium 3.00% 1.80% 0.30%
Methylobacterium 2.10% 1.40% N/A
Sphingobium 1.90% 2.00% N/A
Sphingomonas 2.90% 2.60% 15.80%
Sphingopyxis 0.70% 1.00% 0.30%
Burkholderia 2.80% 1.80% N/A
Ramlibacter 1.10% 1.30% N/A
Escherichia 2.10% 2.20% N/A
Acinetobacter 0.80% 1.00% 0.10%
Pseudomonas 2.80% 2.20% 0.40%
Pseudoxanthomonas 1.00% 1.30% N/A

N/A; No asignado, es decir no fue posible encontrar este taxén mediante el software.
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3.2. Distribucién de la comunidad bacteriana por tratamiento

Los mapas de abundancia relativas generados muestran a nivel de familia (Figura 19) y
género (Figura 20) los taxones mas abundantes en las librerias Control, aBss4 y
aBss8/18. Se representaron 82 de 165 familias mientras que a nivel de género se
representaron 82 de 352 usando los datos filtrados y normalizados. Las familias
Caulobateraceae, Lachnospiraceae y Sphingomonadaceae son las mas abundantes
representando mas del 15 % de la diversidad total. También se encuentran en gran
abundancia familias que ya se ha reportado una alta abundancia en suelo tales como
Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae, Pseumonadaceae, Rhizobiaceae. A nivel de
género (Figura 20) podemos observar que Anaerostipes y Brevudimonas son los taxones
mas abundantes en las muestras, seguidos de Anaeromyxobater, Bradyrhizobium,
Burkholderia, = Escherichia, = Metilobacterium,  Mycobacterium,  Pseudomonas,
Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Ramlibacter, Sphingomonas y Streptomyces. Cabe
mencionar que las altas abundancias en los géneros Bradyrhizobium, Burkholderia,
Pseudomonas, Rhizobium y Sphingomonas corresponden a los antecedentes de
(Boratyn, et al., 2013), que mencionan a estos géneros con una alta abundancia en suelo,
y les atribuye una funcién promotora de crecimiento vegetal (Se denominara Plant Growth
Promoting Bacteria o PGPB por sus siglas en inglés). Ademas, podemos destacar varios
taxones que se encuentran en el grupo Actinomycetes que son organismos con
caracteristicas entre bacteria y hongos por rasgos como la formacién de un filamento
denominado hifas con extensas ramificaciones (micelio), muchos de los actinomicetos
forman micelio aéreo y esporas a excepciéon de algunos géneros como Mycobacterium y
Corynebacterium (Quifiones, et al., 2016). En suelo, el género mas comun de
actinomycetes es Streptomyces seguido de Nocardia y Micromonospora lo cual se ve
fuertemente reflejado en el mapa de abundancia a nivel de género (Figura 20) donde,
Streptomyces tiene una abundancia relativa entre 1 y 5% de igual forma Nocardia y
Micronospora cuentan con una abundancia alta en comparacién con otros géneros
representados; sin embargo, su abundancia es menor en el tratamiento aBss8/18 en
comparacion con los demas tratamientos. En los dendogramas localizados en los

heatmaps a nivel de familia y género (Figuras 19 y 20) se puede apreciar que a nivel
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taxondmico es mas parecida la diversidad presente en el Control y el tratamiento aBss4
mientras que la diversidad con el tratamiento aBss8/18 es la que menos se parece a

estas.

Los mapas de abundancia antes representados (Figura 19 y 20), solamente mostraban
los 82 taxones con mayor abundancia relativa tanto a nivel de familia como en género.
Por esta razdn se construyeron histogramas para poder representar todos los taxones

tanto a nivel de familia como a nivel de género.

Los 632 taxones obtenidos de los datos filtrados (DFN) fueron utilizados para crear un
histograma colapsado. A todos los géneros de una misma familia se les asigno una
tonalidad distinta de un mismo color. Las familias mas abundantes detectadas en las tres
muestras son Caulobacteraceae, Lachnospiraceae y Sphingomonadaceae (Figura 21)
mientras que hay diferencias en las familias Bradyrhizobiaceae, Comamonadaceae y
Nitrosomonadaceae. En cuanto a especie, Sphingomonas wittichii, Anaerostipes hadrus
y Brevundimonas diminuta son algunos de los géneros destacables (Figura 22).

Al realizar un cladograma taxonoémico jerarquico mostrando todos los taxones detectados
(en una abundancia relativa mayor al 0.1%) usando el software metaplhan2 para los tres
conjuntos de datos filtrados y normalizados para Control (Figura 23), aBss4 (Figura 24) y
aBss8/18 (Figura 25). Se puede observar una alta abundancia a nivel de orden en
Clostridiales, Rhizobiales, Sphingomonadales, Caulobacterales, Burkholderiales en
todas las muestras. En los tratamientos aBss4 y aBss8/18 se observa una alta
abundancia en los 6rdenes Enterobacteriales y Desulfuromonadales en comparacion con
el Control. Por otro lado, de manera particulas el orden Micrococcales es ligeramente

mayor en aBss4 en comparacion de aBss8/18 y el Control.
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Figura 19. Mapa de abundancias relativas de los taxones a nivel de familia en las muestras.

Los cuadros negros corresponden a las frecuencias relativas mas altas entre 5-19% del total de las
muestras, café abundancias que van desde 1.12% al 4.99%, rojo entre 0.5y 1.1% siendo de color claro las
abundancias relativas menores al 0.25%. Las familias Caulobateraceae, Lachnospiraceae vy
Sphingomonadaceae (a diferencia de la libreria aBss4) son las méas abundantes en las muestras.
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Figura 20. Mapa de abundancias relativas de los taxones a nivel género en las muestras.
Los géneros mas abundantes a nivel de género son Anaerostipes y Brevudimonas teniendo una

abundancia relativa entre 5-5% del total de las muestras, y destacando Rubrobacter, Microbacterium,
Nitrobacter con diferencias entre las abundancias relativas de cada tratamiento.
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Figura 21. Comparacién de abundancia relativa y normalizada a nivel de familia.

Las familias méas abundantes son Caulobacteraceae (color negro), Sphingomonadaceae (naranja) y
Lachnospiraceae (rosa) encontrando diferencias notables en la familia Conexibateraceae (verde obscuro),

Microbacteriaceae y micrococcaceae.
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Figura 23. Cladograma de abundancias relativas en el metagenoma Control utilizando Datos filtrados y normalizados

Mediante el software Metaplhan2 se consigui6 visualizar y agrupar toda la comunidad bacteriana a nivel de orden, siendo representado
cada nivel taxonémico con un circulo, mientras mas grande es este entonces la diversidad en ese taxén es mayor en comparacion de
otros taxones en el mismo nivel.
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Figura 25. Cladograma de abundancias relativas en tratamiento (aBss8/18) utilizando Datos filtrados y normalizados.
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Con el analisis por el método descrito por Stekel y colaboradores (Stekel et al., 2000),
filtramos los datos normalizados para eliminar posibles faltos positivos. En la Figura 26
se muestra el numero de especies y su valor en el estadistico R que fue graficado. El
conjunto de datos cae en dos regiones para 1 < R < 23 de numero de especies con lo
cual, se toman todos los datos que se encuentren por arriba de un R mayor de 500
obteniendo un total de 53 especies.
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Figura 26. NUmero de especies graficado contra el valor del test estadistico R.

Con las 53 especies que se muestran significativamente diferentes se generd un gréfico
para comparar sus abundancias entre los diferentes tratamientos aBss4 y aBss8/18
contra el Control (Figura 27). La especie numero 5 que corresponde a Acetinobacter pitti
es la que muestra un mayor cambio en los datos siendo seis veces mayor en el
tratamiento aBss8/18 en comparacién al control. Chryseobacterium gleum (taxén 5)
muestra un aumento en aBss4 casi cuatro veces mayor frente al control. En cuanto a los

datos que son inferiores al control destacan Pseudomonas monteilii siendo cuatro veces



menor en el tratamiento aBss8/18, Nitrosospira multiformis y Nocardioides sp. JS614 es
tres veces menor y corresponden a los tratamientos aBss8/18 y aBss4 respectivamente.
También cabe destacar las especies 45-50 que corresponden a los géneros Sphingobium

y Sphingomonas mientras que con aBss4 disminuyen, con aBss8/18 aumentan.
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6

Figura 27. Comparacion en laabundancia a nivel de especie entre los tratamientos aBss4 y aBss8/18
frente al Control, de las 53 especies con abundancia significativamente distinta.
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4. Ensamblajes de metagenomas

Los primeros ensamblajes mediante el software Ray-Meta y MEGAHIT se repitieron
variando algunos parametros como el K-mer y la longitud minima para encontrar el mejor
ensamble (Tabla 13). Los archivos utilizados para el ensamble contenian
aproximadamente 30 millones de lecturas de modo que, los resultados que mostraban
<1000 contigs fueron descartados ya que estadisticamente cada contig deberia tener
mas de 50, 000 lecturas por lo cual con Meta-Ray el mejor resultado es a K-mer 31y una
longitud minima de 300 pb. Comparando los diferentes parametros de MEGAHIT
encontramos que a un elevado valor de k-mer 141 a pesar de tener un mayor numero de
contigs la mayoria tienen una longitud menor a 300 pb a un valor k-mer a 31 el nimero
de contigs es menor comparando con un valor de k-mer 41, pero ofrece el mayor nimero
de contigs ademas de una mejor longitud (>5000pb). Analizando estos ultimos
pardmetros de MEGAHIT, se optd por usar un valor k-mer 31 para los posteriores analisis

y asignacion de genes.

Tabla 12.Estadisticos ensamblajes Ray vs MEGAHIT.

Numero de

Software K-mer Longitud minima del contig (pb) contigs N50

Meta-Ray 31 300 279,030 343
31 700 558 839
41 700 427 833
96 300 59 848

MEGAHIT 31 500 70,922 595
41 500 310,746 571
141 200 5,456,938 379
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5. Obtencién de ORFs para la asighacion de genes

Los contigs generados con el ensamblaje usando la base de datos COG (Clusters of
Orthologous Groups) fueron agrupados mediante el software Shotmap. La agrupacion se
realiz6 en familias de genes asi mismo, los ORFs se analizaron mediante la plataforma
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) utilizando la herramienta
GhostKOALA (KEGG Orthology And Links Annottation) (Kanehisa et al., 2016). La tabla
14 resume la cantidad de genes asignados por muestra, asi como la cantidad de ORFs

encontrados.

Tabla 13. Resumen de genes asignados y numero de ORFs mediante Shotmap.

# de genes # de ORFs # de genes
# Contigs asignados en asignados en
COG KEGG
Control 310,746 257,749 413,883 211,510
aBss4 226,417 188,829 299,463 151,654
92,739
aBss8/18 140,253 115,173 184,190

De las 25 categorias que cuenta COG, 23 de ellas fueron asignadas a los datos (Figura
28). Dos categorias fueron encontradas con una proporcibn mayor al 15% de la
abundancia total de cada muestra; la primera fue asignada a la categoria [S] (Funcion
Desconocida) y la segunda a la categoria [R] (Funcién general) con lo cual podemos

apreciar una enorme cantidad de potenciales genes aun desconocidos.
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No caracterizado

Metabolismo

Procesos celulares y sefializacion

Almacenamiento y procesamiento de informacion

Funcién General-[R]

Desconocido-[S]

Metabolitos secundarios-[Q]

Inorgénico-[P]

Lipidos-[l]

Coenzimas-[H]

Carbohidratos-[G]

Nucleétidos-[F]

*Aminoacidos-[E]

Energia-[C]

Secrecion-[U]

Citoesqueleto-[Z]

*Transduccién de sefiales-[T]

Modificaciones postraduccionales-[O]

Motilidad-[N]

Membrana celular- [M]

Ciclo Celular-[D]

*Mecanismos de defensa-[V]

DNA-[L]

*Transcripcion-[K]

Traduccion-[J]

Cromatina-[B]

RNA-[A]

o
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Figura 28. Composicién funcional de metagenoma rizosférico COG.
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Los numeros que se encuentran en las categorias [S] y [R] son valores a los cuales llega cada tratamiento.

bk

Las categorias marcadas con
definida en Stekel, et al., 2000 (Anexo 8).
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Con la herramienta GhostKOALA (KEGG Orthology And Links Annotation) disponible en
KEGG se realizaron las anotaciones en los metagenomas, con los datos se construyd un
histograma (Figura 29) que muestra las categorias funcionales y la abundancia relativa
de los metagenomas de acuerdo a cada categoria. A estos mismos datos se realizé un
analisis basado en la férmula de Stekel, et al., 2000, encontrando que las categorias
“Procesamiento de la informacion”, “Procesamiento ambiental” y “Procesos celulares” son
significativamente diferentes. Posteriormente, se eligieron categorias en KEGG la
mayoria de las rutas “Carbono”, “Lipidos”, “Nucleétidos”, “Energia”, “Aminoacidos” fueron
para analizar y observar como se comporta los genes que intervienen en la energia; en
cuanto a las demas categorias “Biosintesis”, “Xenobidticos”, “Planta-Patégeno”,
“Secrecion bacteriana”, “Quorum Sensing” se eligieron para analizar si hay diferencias
significativas al utilizar los compuestos PCV ya que pueden estar ligadas a la salud y

proteccion de la planta por parte de los microorganismos presentes en suelo (Figura 29).
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Figura 29. Composiciéon funcional de metagenoma rizosférico segin la base de datos KEGG.

Las categorias marcadas con “*” indican una diferencia significativa que se obtuvo al aplicar la formula definida en Stekel, et al., 2000 (Anexo 8). La
asignacion de las categorias fue generada en la plataforma KEGG.
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Figura 30. Distribucién microbiana en categorias KEGG.

La distribucién microbiana se clasificé por categoria (Carbono, Energia, Lipidos, Nucleotidos, Aminoéacidos,
Terpenoides, Biosintesis, Xenobiéticos, Planta-patégeno, Quorum sensing y secrecion bacteriana), libreria
(Control, aBss4 y aBss8/18) y a nivel de filo (Acidobacteria, actinobacteria, alphaproteobacteria,
bacteroidetes, betaproteobacteria, chloroflexi, cyanobacteria, deltaproteobacteria, dictyoglomi, firmicutes,
gammaproteobacteria, gemmatimonadetes, saccharibacteria y otros).

Las once categorias muestran diferencias entre la diversidad microbiana de cada
metagenoma asociada a las diferentes funciones metabdlicas, Carbono: el filo firmicutes
se encuentran en los tratamientos, en el caso de aBss4, Dictyoglomi fue encontrado y
deltaproteobacteria que se encuentra en control se encuentra en una abundancia menor
al 5 % en los otros metagenomas. Energia: el filo Dictyoglomi esta nuevamente presente
en aBss4 con una abundancia mayor al 10% mientras que en los otros se encuentra en
una abundancia menor al 0.01% sin embargo, el filo Gemmatimonadetes se encuentra
en una proporcion apenas de 2.5%. Lipidos: Firmicutes se encuentra mayoritariamente
presente en aBss4 y aBss8/18 este Ultimo presenta un aumento en gemmatimonadetes
que no se encuentra en los otros. Nucleotidos: aBss8/18 tiene un incremento en
deltaproteobacteria. Aminoacidos: A pesar de encontrarse deltaproteobacteria y
firmicutes en aBss8/18 no hay una diferencia significativa con los deméas metagenomas
ya que por parte de Firmicutes su abundancia se encuentra en Control (4.22%), aBss4
(4.9%) y aBss8/18 (6.48%) todos los porcentajes se encuentran en el (anexo 12).
Terpenoides: aBss4 presenta un aumento dos veces mayor frente al control en
Actinobacterias, mientras que aBss8/18 presenta una abundancia de 5.28% en
Gemmatimonadales contra Control (1.49%) y aBss4 (1.12%). Biosintesis: Se aprecia un
incremento de Bacteroidetes entre Control (4.81%) y aBss8/18 (7.59%). Xenobiéticos:
un aumento de Acidobacterias en aBss4 y aBss8/18. Planta-Patdgeno: Control muestra
una abundancia de pocos géneros de los cuales “Otros” representan menos de 20%
siendo Gammaproteobacteria el mas abundante con mas del 60%, este ultimo orden se
encuentra reducido en los demas metagenomas, sin embargo, alphaproteobacterias se
encuentran mas abundantes que en Control. Quorum-sensing: el filo Chlorofexi se
encuentra hasta tres veces mayor en aBss4 y Firmicutes hasta cuatro veces a diferencia

de los restantes de igual forma ocurre lo mismo en Bacteroidetes para aBss8/18.



Secrecion bacteriana: Saccaribacteria se encuentra muy por encima en aBss8/18 contra
los otros teniendo una abundancia mayor a 10% contra menos de 0.5% en Control, por
otra parte, aBss4 muestra un incremento en Gemmatimonadetes tres veces mayor
(Figura 30).
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6. Genes que codifican enzimas asociadas a los principales metabolismos (N, S,
P)

Dada la enorme cantidad de informacion que se obtuvo con el analisis con KEGG, se
decidi6é analizar con mayor detalle las rutas metabdlicas relacionadas con el metabolismo
del Nitrégeno, Azufre y Fosforo, debido al impacto que estos elementos tienen en la
nutricion de la planta, asi como su ciclo de vida (Naoko & Wasaki, 2010).

6.1. Metabolismo del Nitrégeno

El nitrégeno es uno de los tres nutrientes principales para la planta pues, estimula el
crecimiento de tallos y hojas, ademas forma parte de las proteinas vegetales y tienen un
papel como reserva ya sea en las semillas u otros 6rganos de reproduccién (Rico &
Pérez, 2013). Ademas, el nitrégeno estd presente en todas las funciones y procesos
importante para todo el ciclo de vida de la planta, desde absorcion ionica hasta su
participacion en el RNA y DNA, siendo de gran importancia en el crecimiento y

diferenciacion de los tejidos de la planta (Malavolta, 2006).

En los tres metagenomas (Control, aBss4 y aBss8/18) se encontrdé un gran numero de
genes involucrados en la ruta del Nitrégeno, sin embargo, en la ruta de fijacion de
nitrégeno los genes nif no fueron encontrados en aBss8/18y de forma muy baja en Control
siendo aBss4 el metagenoma en el que fueron encontrados todos los genes nifD, nifK,

nifH necesarios para llevar a cabo esta ruta (Figura 31).
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En la ruta desnitrificacion (Figura 32) el gen nirK se encuentra en la mayor abundancia
de esta ruta en los metagenomas Control y aBss8/18 siendo la abundancia en aBss4 la
mitad de las otras, en cuanto al complejo de genes narGHI el metagenoma aBss4
muestra una abundancia mayor que en los restantes (Figura 32 A). En cuanto a la
abundancia de microorganismos a nivel de filo, actinobacterias y alfaproteobacterias se
ven disminuidas en aBss8/18 a comparacion de los otros, ademas, la abundancia en
deltaproteobacteria, nitrospirae y gemmatimonadetes aumenta considerablemente
(Figura 32 B). En cuanto a aBss4 aumenta las actinobaterias y alfaproteobacterias caso

contrario con aBss8/18.
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N2O NH20H
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o0
narGHIJ AB
. . nor.
(X ) o0
- narGHIJ -
N02 e NO3
[ X J
N Fijacion de Nitrégeno
I Nitrificacion
B Desnitrificacion
B Reduccién disimilatoria de Nitrégeno
I Reduccion asimiladora de Nitrégeno
I Amonificacion
o Control
[ J aBss4

aBss8/18

Figura 31. Diagrama del metabolismo del nitrégeno en suelo rizosférico.

Las flechas de distinta coloracion marcan las rutas de interés, siendo las flechas azules: Fijacion de
Nitrogeno; Flecha verde: Nitrificacion; Flecha violeta: Desnitrificacion; Flecha Naranja: Reduccion
disimilatoria de Nitrégeno; Flecha marron: Reduccién asimiladora de Nitrégeno; Flecha roja: Amonificacion.
Sobre las flechas se indican los genes implicados en la ruta, siendo: nif, nitrogenasa (Subunidades D, H,
K); amo, (amonia monoxigenasa); hao, (hidroxilamina deshidrogenasa); norAB, (nitrato reductasa);
narGHIJ, (nitrato reductasa disimilatoria); nirK, (nitrito reductasa); norBC, (oxido-nitrico reductasa); nosZz,
(oxido-nitroso reductasa); nasAB, (nitrato reductasa asimiladora); nirA, (ferroxinitrito reductasa); nirBD,
(Nitrito reductasa NADH); hzo; hidracina oxidoreductasa). Los criculos con color indican que metagenomas
si presentan los genes necesarios para realizar la ruta, siendo Circulo rojo: Microbioma Control; Circulo
azul: Microbioma aBss4 y Circulo amarillo: microbioma aBss8/18.
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Figura 32. Metabolismo del Nitrégeno - Reduccion disimilatoria de nitrato.

A) Ruta de desnitrificacion cada color es asignado a un metagenoma, los nimeros presentes corresponden
a la abundancia relativa de cada gen dentro del metabolismo del nitrégeno. B) Corresponde a la diversidad
total de la ruta desnitrificadora a nivel taxonémico de filo y clase (para las proteobacterias).
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En la ruta Fijacion de nitrogeno no se detectaron genes nif en aBss8/18, en Control
solamente se encontraron nifD y nifK a niveles basales. Particularmente en aBss4 se
encontraron todos los genes necesarios para realizar la fijacion (Complejo nifDKH) con
una abundancia cuatro veces mayor a comparaciéon del Control. Comparando la
abundancia microbiana Control cuenta con tres géneros (Desulfurivibrio, Vitreascilla y
Rhodomicrobium) mientras que aBss4 se detectaron Klebsiella y Cylindrospermum
(Figura 33).
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Figura 33. Metabolismo del nitrégeno - Fijacién de Nitrégeno.

El esquema del metabolismo del nitrégeno representa en A) el indice porcentual de copias génicas
presentes en cada fase de la ruta y B) un histograma representa la taxonomia asignada con esas copias
génicas a nivel de género.

122



La ruta nitrificacion se encuentra fuertemente influenciada en la primera etapa al ser
nxrAB el complejo de genes que tiene la mayor abundancia, particularmente es mayor en
aBss4 la abundancia a diferencia de los restantes. Por otra parte, tanto en aBss4 como
aBss8/18 la abundancia de Gammaproteobacteria disminuye considerablemente hasta
menos de un 10% en comparacion con el Control cuya abundancia alcanza a mas de
40%. Ademas, al igual que la ruta desnitrificadora en aBss8/18 vuelve a presentar una

abundancia en Nitrospirae a comparacion de los demas (Figura 34).
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Figura 34. Metabolismo del Nitrégeno- Nitrificacion.

El esquema del metabolismo del nitrdgeno (Nitrificacidn) representa en A) el indice porcentual de copias
génicas presentes en cada fase de la ruta por tratamiento Control (Rojo), aBss4 (Azul) y aBss8/18 (Naranja)
y B) histograma que representa la taxonomia asignada con esas copias génicas de toda la ruta de
nitrificacién a nivel de filo por tratamiento.
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6.2. Metabolismo del Azufre

El azufre es necesario para las plantas para construir moléculas organicas y es parte
esencial de todas las proteinas, formacién de clorofila y sintesis de vitaminas (Rico &
Pérez, 2013). Por la numerosa variedad de compuestos presentes en la planta que
contienen azufre y nitrégeno, existe una fuerte relacion N/S que esta asociada con el
crecimiento y la produccion de biomasa. Particularmente aminoacidos que estan
conformados por N y S como son la cistina, cisteina y metionina siendo la cisteina muy
relacionada con el estado nutricional de la planta, ademds, actda en la sintesis de
importantes compuestos de defensa (glucosinolatos, GHS, fitoalexinas), (Malavolta,
2006).

Se detectaron un total de 60 genes involucrados en el metabolismo del azufre, tres rutas
fueron de interés, la reduccién de sulfato (sat, PAPSS, CysND, cysH, cysJl, sir, cysC);
reduccion y oxidacion de sulfato (sat, aprAB) y el sistema SOX (SoxAX, SoxB, SoxCD y
SoxYZ).

La ruta Reduccién de sulfato muestra que el gen cysC es el mas abundante en esta ruta
superando el 80% del total de la ruta (Figura 35A). En la diversidad microbiana se ve
claramente un aumento en Alphaproteobacterias y Nitrospirae a comparacion del Control,
mientras que en los filos actinobacteria y betaproteobacterias se logra apreciar una
disminucion (Figura 35B). La ruta REDOX de sulfato se observa que el gen sat es el mas
activo, sin embargo, se ve disminuido en los metagenomas aBss4 y aBss8/18 (Figura
36C), mientras que la diversidad microbiana en aBss8/18 no es tan diversa a
comparacién de Control y aBss4, las alphaproteobacterias son las mas abundantes
conformando mas del 90% del total de la comunidad en esta ruta. De igual forma hay un
aumento de este orden en aBss4 ademas de encontrar la presencia de Cyanobacterias
(Figura 36D).
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Figura 35. Metabolismos de Azufre (S).
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El esquema del metabolismo del azufre representa en A) el indice porcentual de copias génicas presentes
en cada fase de la ruta por tratamiento Control (Rojo), aBss4 (Azul) y aBss8/18 (Naranja) y B) histograma
que representa la taxonomia asignada con esas copias génicas de toda la ruta a nivel de filo por

tratamiento.
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Figura 36. Reduccion y Oxidacion de sulfato.

El esquema del metabolismo del azufre (reduccién y oxidacién) representa en A) el indice porcentual de
copias génicas presentes en cada fase de la ruta por tratamiento Control (Rojo), aBss4 (Azul) y aBss8/18
(Naranja) y B) histograma que representa la taxonomia asignada con esas copias génicas de toda la ruta
de reduccion y oxidacion de sulfato a nivel de filo por tratamiento.
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En cuanto al sistema SOX, que tiene la habilidad de oxidar azufre inorganico. Ciertas
bacterias pueden oxidar estos compuestos inorganicos y formar parte de la oxidacion de
azufre en la rizésfera (Masuda et al., 2016). Se encontrd que el complejo SoxCD es el
mas activo de toda la ruta ya que llega a superar el 80% en el sistema. SoxCD es un
azufre deshidrogenasa que oxida sulfito depositdndolos intra o extracelularmente (Figura
37A), la diversidad microbiana no se altera en gran modo, siendo que en aBss4 se
encontr6 un aumento en el filo Nitrospirae y aBss8/18 un aumento en

alphaproteobacterias (Figura 37B).
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Figura 37. Metabolismo del Azufre- Sistema SOX.

El esquema del metabolismo del azufre (Sistema SOX) representa en A) el indice porcentual de copias
génicas presentes en cada fase de la ruta por tratamiento Control (Rojo), aBss4 (Azul) y aBss8/18 (Naranja)
y B) histograma que representa la taxonomia asignada con esas copias génicas de toda la ruta de sistema
SOX a nivel de filo por tratamiento.
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6.3. Metabolismo del Fésforo

El fosforo interviene en muchas de las reacciones que utilizan energia dentro de la célula
ya que forma parte integral de las moléculas que acumulan energia como el adenosin
trifosfato (ATP). Es de destacar el papel auxiliar que el fésforo inorganico desempefia en
la planta, al formar parte de los compuestos organicos en los distintos ciclos metabdlicos
y de muchas reacciones enzimaticas claves, es tanto un sustrato como un producto final.
Ademas, ejerce una funcion control en los procesos de fotosintesis y metabolismo de
carbohidratos, asi como interviene en la maduracion de los frutos. La concentracion de
fésforo inorganico en las plantas se halla condicionada por la reserva del suelo
(Fernandez, 2007).

Se optd por analizar la ruta Inositol Fosfato ya que, una de sus reacciones involucra
enzimas fitasas la 4-fitasa (K01093) y 3- fitasa (K01083) las cuales son de gran interés
en la industria, en especial porque ayuda a la nutricién de fésforo para el crecimiento de

las plantas. (Rodriguez et al., 2006).

La ruta fue dividida en tres partes para ilustrar qué zona se encuentra mas activa (Figura
38). De las cuales la zona delimitada con borde amarillo es de particular interés por
implicar las enzimas fitasas mencionadas anteriormente. En cuanto al indice en cada
seccién, la parte verde tiene un aumento del doble en ambos compuestos, cabe
mencionar que en la seccién amarilla (Figura 38) el mayor indice se encuentra en el
control, mientras que la diversidad de microorganismos en aBss4 muestra un aumento
en actinobacterias y una reduccion de alphaproteobacterias, asi mismo aBss8/18 tuvo un
aumento en Deltaproteobacterias y una disminucion en actinobacterias y
alphaproteobacterias. Sin embargo, las enzimas fitasas la 4-fitasa (K01093) y 3- fitasa
(KO1083) se encuentran en una alta abundancia en el compuesto aBss8/18 en
comparacion del Control. En cuanto a la diversidad de microorganismos aBss4 muestra
un aumento en actinobacterias y una reduccion de alphaproteobacterias, asi mismo
aBss8/18 tuvo un aumento en Deltaproteobacterias y una disminucion en actinobacterias
y alphaproteobacterias. Asi mismo al analizar la abundancia microbiana en esta enzima

3-fitasa (K01083) encontramos un alto aumento en el filo Deltaproteobacteria siendo
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0,053320 % en aBss4 contra 0,00413 % del Control lo cual denota un claro aumento en
la abundancia relativa y de igual manera el filo cianobacterias esta se encuentra en
Control (0,00985%), aBss4 (0,01470%) y aBss8/18 (0,0277%) (Figura 40).
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Figura 38. Metabolismo Inositol-Fosfato.

Ruta inositol-fosfato dividida en tres secciones (Morado, amarillo y verde) cada seccién se encuentra con
un indice porcentual de copias génicas del total asignado en KEGG al asignado a esta ruta, dicho indice
se presenta con cada tratamiento Control (Rojo), aBss4 (azul) y aBss8/18 (naranja), imagen tomada y

modificada de (Kanehisa et al.,

2017).
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Figura 39. Abundancia relativa a nivel de orden Inositol-Fosfato.

El esquema del metabolismo del fosfato (inositol-fosfato) representa un histograma con la taxonomia
asignada con todas las copias génicas de toda la ruta de inositol-fosfato de sulfato a nivel de filo por
tratamiento.
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Figura 40. Abundancia relativa a nivel de filo perteneciente a la enzima 3-fitasa (K01093).
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7. Deteccion de genes de potencial interés en la comunidad microbiana
asociada a rizosfera de maiz

Considerando los trabajos de Tsurumaru y coautores (2015) y Pacchioni y colaboradores
(2014), en donde describen rutas y genes importantes en estudios metagendémicos de
suelo, se realiz6 la busqueda de genes de potencial interés en los datos asignados a
través de KEGG. Ademas, se considero los genes con mayor significatividad (Ri) segun
la metodologia basada en Steckel et al.,, 2000. Se anotd, de todos estos genes, su
abundancia relativa normalizada en comparacion con el total de genes encontrados en
los tres metagenomas. En total se clasificaron 49 genes en categorias metabdlicas segun
la base de datos KEGG (Tabla 15).

Las categorias en las que se agrupan estos genes son ACC deaminasa, en donde la
enzima desaminasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC o ACC
deaminasa) y genes codificantes para acido indol acético (IAA) se encuentran en niveles
bajos en la libreria aBss4 y aBss8/18 en comparacion con la libreria Control; fijacién de
N2 en donde no se detectd ningun gen asociado a la fijacion de N2 en el metagenoma
aBss8/18 mientras que en el tratamiento aBss4 se observo un incremento en estos genes
a diferencia del control, sin embargo, este ultimo no se detecto el gen nifH; “Solubilizacién
de Fosfato”, los genes codificantes para fitasas se ven incrementadas en aBss4 y aun
mas en aBss8/18. Virulencia y patogenicidad, en este caso los genes que tienen un
aumento en comparacion con el Control son sdhl tanto en la libreria aBss4 y aBss8/18;
Quimiotaxis y Quorum sensin, en donde, pilG Unicamente se encuentra en mayor
proporcién en libreria aBss8/18; Tolerancia a estrés, los genes alg7 y fdoG se encuentra
en una alta proporciéon Unicamente en la libreria aBss4 mientras que en la libreria
aBss8/18 estos genes se encuentran en menor proporcion frente al control. La

abundancia de todos estos genes fue graficada comparando con el Control (Figura 40).
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Tabla 14. Deteccion y frecuencia relativa de genes en bacterias asociadas a rizdsfera de maiz que
favorecen la planta.

ID KEGG Control aBss4 aBss8/18
ACC deaminasa K01505 0.00418 0.0014 0.0016
IAA
Triptéfano-2-monoxigenasa (laaM) K00466 0.000431 4.6609E-05 7.02948E-05
Indol piruvato descarboxilasa (ipdC) K04103 0.000916 0.00036 0.000107
Fijacion de N2
nifH K02588 0 0.00010 0
nifD K02586* 0.00049 0.0010 0
nifk K02591* 0.00018 0.00079 0
Solubilizacién de Fosfato
GDH K04782 0.0015 0.00027 0.0014
3-fitasa K01083* 0.033 0.064 0.11
4-fitasa K01093* 0.0036 0.0028 0.017
Supresion de enfermedades en plantas
B-1,3- glucanase K01210 0.00049 0.00125 0
Quitinasa K01183* 0.0042 0.0072 0.0052
Metabolismo de nitrégeno
glnA K01915* 0.094 0.050 0.084
nirk K00368* 0.012 0.0052 0.0066
nirB K00362* 0.0092 0.02 0.011
Resistencia a la acidez
atpA K02111* 0.044 0.050 0.040
aldB K00138* 0.0033 0.021 0.0013
groEL K04077* 0.043 0.038 0.085
pstS K02040* 0.030 0.036 0.030
Virulencia y patogenicidad
katG K03782* 0.023 0.022 0.037
aroG K01626* 0.018 0.018 0.012
prfA K02835* 0.034 0.019 0.012
sdhl K00234 0.00011 0.00140 0.002
acel K01049 0.00025 0.00044 0.00017
fsrl K08223* 0.0079 0.0062 0.0079
magB K01057* 0.0086 0.0075 0.0097
Quimiotaxis y Quorum sensing
pilG K02657* 0.0027 0.0042 0.15
pilH K02658* 0.0058 0.0040 0.017
pild K02660* 0.0044 0.0027 0.0046
ABC.PE.P K02033* 0.15 1 0.22
ABC.PE.A K02031* 0.049 0.26 0.053
gmr K14051* 0.038 0.10 0.029
oppF K10823* 0.017 0.14 0.069
cheR K00575*% 0.018 0.013 0.12
Sistemas de secrecion
VirB11 K03196 0.00072 0.001 0.0011
cpaF K02283* 0.055 0.024 0.048
virB4 K03199* 0.0018 0.0037 0.0021
escV K03230 0.00031 0.00098 0.001
flil K02412* 0.0064 0.0051 0.0024
Tolerancia a estrés
alg7 K01001* 0.00027 0.44 0.00011
fdoG K00123* 0.034 0.45 0.034
Serine/threonine kinase K08884* 0.019 0.019 0.12
OTROS GENES
fadD/ACSL K01897* 0.13 0.11 0.13
ispD K00991* 0.009 0.2 0.004
rpiB K01808* 0.026 0.094 0.007
barA K07678* 0.034 0.023 0.14
accC K01961* 0.043 0.045 0.12
pgaA K11935* 0.00014 0.00043 0.29
hydH K07709*% 0.021 0.021 0.099
metH K00548* 0.052 0.054 0.09

*Abundancia relativa significativamente distinta entre tratamientos (Stekel, et al., 2000).
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Figura 41. Comparacién en la abundancia de genes relevantes en categorias de interés en los
metagenomas (aBss4 y aBss8/18) contra el Control.

(*) Abundancia relativa significativamente distinta entre tratamientos (Stekel, et al., 2000).
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Se compararon las librerias Control, aBss4 y aBss8/18 mediante el método bray (Figura
41) y se descubrié que la estructura microbiana de los metagenomas Control y aBss4
son mas parecidas entre si que con aBss8/18 (Figura 41?), mientras que analizando la
diversidad y abundancia de genes en COG (Figura 41b) y KEGG (Figura 41c) son mas

similares Control y aBss8/18 entre si que con la muestra aBss4.
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Figura 42. Comparacion de muestras utilizando el método bray.

Se generaron dendogramas diferentes para comparar qué tan similares eran las muestras entre si, a)
corresponde a una comparacion en la diversidad y abundancia microbiana de datos normalizados y filtrados
entre los tratamientos; b) muestra la similitud en la diversidad y abundancia de genes asignados en COG
y ¢) similitud en diversidad y abundancia de genes asignados en KEGG entre los tratamientos.
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VIl. DISCUSION

Dada la gran cantidad de informacién generada y considerando que no existe una
estrategia Unica para evaluar dicha informacion, en este trabajo se evaluaron programas
de andlisis de la informacion seleccionando aquel que permitiera obtener una mayor
fidelidad y calidad de andlisis. Al obtener los datos de BLAST se decidié aplicar un filtro
y posteriormente una normalizacion, la razon de aplicar una normalizacion a los datos es
que, al existir una enorme diversidad microbiana en el suelo el tamafio gendmico varia
de igual forma, asi pues, genomas muy grandes (12Mb) tienen mayor probabilidad de ser
secuenciados y por tanto obtener un mayor nimero de lecturas en cambio, genomas
pequefios (3Mb) tienen menor probabilidad de ser secuenciado obteniendo menor
namero de lecturas. Es por esta razon que se decidio aplicar la normalizacion (descrita
en la metodologia 2.2.5) y asi ajustar nuestros datos. Las abundancias relativas a nivel
de género Anaerostipes y Brevudimonas son los taxones mas abundantes en las tres
librerias, seguidos de Anaeromyxobater, Bradyrhizobium, Burkholderia, Escherichia,
Metilobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Rhizobium,
Ramlibacter, Sphingomonas y Streptomyces; sin embargo, al realizar el comparativo
entre muestras después de llevar acabo el analisis estadistico basados en Stekel et al,
2000, no hay diferencias significativas en las abundancias relativas de los taxones
Anaerostipes y Brevudimonas, pero hay una gran diferencia en cuanto al taxén
Acinetobacter mientras que el mapa de abundancia relativa se contemplaba al Control y
tratamiento aBss4 una abundancia del género menor al 1% en la libreria aBss8/18 se
encontraba entre 1-5% (Figura 20). Lo cual sugiere que los compuestos estimulan la
propagacion de este taxon el cual es considerado un promotor de crecimiento vegetal
encontrado en la rizésfera e incluso los taxones mas abundantes presentes en las
librerias como Burkholderia, Rhizobium, Acinetobacter tienen un rol muy importante en la
solubilizacion de fosfato (Rokhbakhsh, 2011; Rodriguez, 1999).
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El indice Simpson es importante pues cuanto mas cercano a 1 este indica que no hay
diversidad en la muestra lo cual ocurre en las curvas DSF mientras que DFN se encuentra
mas alejada del valor 1. Hay que tomar en cuenta que al tener un gran numero de
secuencias en determinados taxones en los datos no filtrados no necesariamente indican
que ese taxon se encuentre en abundancia si bien el tamafio del genoma puede ser muy
grande a comparacion del taxon con una cantidad menor de abundancia el cual puede

tener un genoma relativamente pequefio.

Al establecer la distribucion de la comunidad bacteriana se observa que el
comportamiento es similar en cuanto a microorganismos de suelo se refiere los estudios
de Auslabie (2013) expone que los filos mas abundantes son Proteobacteria siendo el filo
gue puede representas una mayor abundancia de acuerdo con los trabajos de Roesch
(2007), Spain (2009) y Schmeisser (2003), acidobacteria y actinobacteria, aunque en
proporcién diferente al depender esto de las condiciones fisicoquimicas del suelo. En
cambio, Li (2014), Correa (2016) y Bakker (2015) han reportado que los grupos mas
abundantes son Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias, mientras los filos
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes y Chloroflexi siempre van a estar presente en
suelo, pero en abundancias bajas a comparacién de los primeros. Los datos de nuestro
estudio son mejor representados segun lo descrito por Li (2014), Correa (2016) y Bakker
(2015) ya que el filo acidobacteria no se encuentra con una abundancia muy alta 'y porque
el filo Bacteroidetes lo supera. En nuestro caso Firmicutes se encuentra en una alta

abundancia (Tabla 11- Anexo 5).

Con Metaphlan2 se deseaba visualizar mediante cladogramas la diversidad bacteriana
donde se puede observar que en las librerias aBss4 y aBss8/18 (Figura 24 y 25
respectivamente) hay un incremento en el orden Enterobacteriales y desulfuromanales.
En aBss4 se aprecia que el orden Nitrosomonadales disminuye a comparacion de los
demas, por otra parte, se ha investigado que este taxén lo constituyen bacterias oxidantes
de amonio lo cual sugeriria alguna alteracion o disminucion en la ruta de amonificacion
(Pajares, 2016)

El analisis estadistico descrito por Stekel y Falciani (2000) se aplicé a los datos por varias

razones, permite realizar comparaciones de genes en cualquier numero de librerias en
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un solo estadistico e identificar diferencias significativas, ademas, este método resuelve
el problema derivado de falsos positivos asociados a los repetitivos métodos aplicados a
los cientos de genes. Al utilizar este andlisis a los 632 taxones filtrados y normalizados
se obtuvieron 53 taxones significativos (Figura 27) donde Acetinobacter pitti muestra un
enorme cambio siendo seis veces mayor en aBss8/18 contra el Control,
Chryseobacterium gleum muestra un aumento en la libreria aBss4 casi cuatro veces
mayor frente al control. En cuanto a los datos que son inferiores al control destacan
Pseudomonas monteilii siendo un 75% menor en el tratamiento aBss8/18, Nitrosospira
multiformis y Nocardioides sp. JS614 es 50% menor contra la libreria Control y
corresponden a los tratamientos aBss8/18 y aBss4 respectivamente. También cabe
destacar los taxones 45-50 (Figura 27) que corresponden a los géneros Sphingobium y
Sphingomonas disminuyen en la libreria aBss4 mientras que con aBss8/18 aumentan. Al
comparar el resultado del método propuesto por Steckel y colaboradores 2000 con los
datos de diversidad general obtenida en BLAST, donde los géneros Anaerostipes,
Brevundimonas, Anaeromyxobacter, Bradyrhizobium, Burkholderia, Methylobacterium,
Mycobacterium, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Ramlibacter, Sphingobium,
Sphingomonas, Sphingopyxis y Streptomyces son los mas abundantes en las librerias,
de los cuales, solo los géneros Anaermyxobacter, Burkholderia, Methylobacterium y
Sphingopyxis resultan no tener una diferencia significativa por el método Stekel, es decir
las abundancias relativas entre las muestras no se encuentra significativamente diferente,
aun asi a pesar de que los géneros Anaerostipes y Brevundimonas son los géneros mas
abundantes en las muestras y que estadisticamente con el método propuesto por Stekel
resultan tener diferencias significativas, no tienen una diferencia muy marcada contra el
Control como otros taxones por ejemplo, el analisis Stekel muestra que el taxdn
Acinetobacter pitti es el que muestra una mayor diferencia entre muestras ( Figura 28), el
taxon Acinetobacter (Figura 20) muestra abundancias entre 0.53-.87 % en Control y
aBss4 mientras que en aBss8/18 muestra una abundancia entre 0.9-4.99% al observar
la abundancia sabemos qué es mas abundante mas no cuantas veces es abundante esto
muestra una gran utilidad del analisis Stekel para observar diferencias y poder mostrarlas.
Por otro lado, tomando el taxdn Pseudomonas montielli muestra el valor mas bajo contra

el control (Figura 28) de la misma forma, en la figura 19 el género se observa uniforme
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respecto a abundancias entre las librerias, pero no se aprecia cuanto varia una muestra

con otra.

Al momento de evaluar el ensamblaje de los metagenomas los resultados obtenidos
mediante Ray presentaban una baja cantidad de Contigs se fue evaluando a diferentes
k-mer para encontrar el mejor resultado en cuanto a niumero y longitud de contig, sin
embargo, solo con MEGAHIT fue posible obtener buenos resultados mas de 300,000
contigs para el metagenoma Control una vez evaluado los diferentes k-mer y longitudes
se prosiguié con a ensamblar los metagenomas faltantes. El programa Shotmap contruyé
a partir de los contigs ensamblados ORFs, a partir de esto le asigné a los ORFs con
mayor puntaje una familia de genes utilizando la base de datos COG (Clusters of
Orthologous Groups). Obtuvimos un mayor nimero de genes en el metagenoma Control,
sin embargo, esto es normal y tiene sentido puesto que, desde un principio nuestra
libreria Control tenia un mayor nimero de lecturas por lo tanto obtuvimos mayor nimero
de contigs, al final era entendible obtener una mayor cantidad de genes en la muestra.
Estos resultados dieron pauta a realizar una normalizacion entre el nUmero de lecturas
gue se empalmaban con los contigs y la longitud del ORF para ajustar los datos. Los
datos muestran una gran abundancia en las categorias Funcion General [R] y Funcion
Desconocida [S] lo cual podriamos inferir que hay una gran cantidad de genes aun no
descubiertos o que son de funcion desconocida hasta el momento algo particular es que,
en el metagenoma aBss4 mas del 60% de las familias de genes se encuentran en la
categoria desconocido lo cual supera con creces a Control con 16.09 % y aBss8/18 con
mas de 4%. A este conjunto de datos también se realiz6 un analisis basado en la
metodologia descrita por Stekel et al., 2000 dando las categorias Aminoéacidos [E],
Transduccion de sefiales [T], Mecanismos de defensa [V] y Transcripcion [K] como
valores significativos (Figura 29). Cabe destacar que en cuanto a la abundancia en estas
cuatro categorias aBss8/18 se encuentra en mayor proporcion contra aBss4,
Transduccion de sefales en aBss8/18 cuenta con una abundancia de méas de 9%

mientras que aBss4 apenas llega a 3%. Una categoria de particular interés, Mecanismos
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de Defensa [V] tiene una abundancia mayor en aBss8/18 casi del doble contra el control
y mas de cuatro veces mayor la abundancia contra aBss4.

Ya que estos datos aun eran generales, puesto que solamente se identificaron cuéales
eran las categorias y su abundancia con la base de datos COG. Los archivos de Shotmap
que contienen los ORFs fueron cargados en la plataforma de KEGG vy utilizando la
herramienta GhostKOALA se compar6 cada ORF con las bases de datos y se le asigno
un numero KO (KEGG Orthology) el cual es una base de datos que se encuentra
asociada con grupos ortélogos con el fin de permitir al servidor clasificar cada gen en
alguna ruta metabdlica, asi como el origen y naturaleza de la enzima. Al ser muy extensa
la base de datos de KO y su organizacion en las categorias Metabolismo, Procesamiento
de informacion Genética, Procesamiento de informacion ambiental, Procesos celulares,
Sistema del organismo, Enfermedades humanas y No clasificado, se optd por elegir
subcategorias en su mayoria de Metabolismo (Metabolismo de Carbohidratos [09101],
energia [09102], metabolismo de lipidos [09103], de nucleotidos [09104], aminoacidos
[09105], metabolismo de terpenoides y policétidos [09109], Biosintesis de metabolitos
secundarios [09110] y Biodegradacion de xenobioticos [09111]) asi como otras rutas de
interés Quorum Sensing [02024], Interaccién planta-patdgeno [04626], Sistema de
secrecion bacteriana [03070], todas estas rutas son de interés puesto que en estas
categorias se encuentran rutas de fijacion mineral de nutrientes para la planta como

Nitrégeno, Azufre y Fosforo (Figura 30).

En el histograma generado (Figura 30) se compara la diversidad taxonémica a nivel de
filo, de las categorias antes mencionadas y por metagenomas. La diversidad microbiana
claramente es afectada por los compuestos aBss4 y aBss8/18, las rutas carbono, lipidos
y Quorum sensing hay notables diferencias en el filo Firmicutes por parte de aBss4 frente
a los metagenomas restantes, filos “raros” o poco comunes también se hacen presentes
tal es el caso de Dictyoglomi en la libreria aBss4 tanto en la ruta de Carbohidratos
[09101], y energia [09102], por otro lado tenemos al filo Chlorofexi muy abundante en
aBss4 en la Quorum sensing Ahora bien, aBss8/18 presenta un particular abundancia en
Saccaribacteria de 10% ante diminutas abundancias menores al 1% en los metagenomas

restantes en la ruta de secrecién bacteriana. Evaluando el incremento en la diversidad,
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las rutas de metabolismo de nucledtidos, interaccion planta-patdgeno, terpenoides hay
varios incrementos en deltaproteobaterias, para nucleétidos, terpenoides presenta un
aumento dos veces mayor en la libreria aBss4 en comparacion al Control. El filo
Gammaproteobacterias en la categoria interaccion-planta patégeno ocupa mas del 60%
de la abundancia y solamente cuatro filos componen esta categoria y el grupo minoritario
conformado por filos cuya abundancia no supera el 5% se encuentra apenas de 20%

como “otros” encontrando mayor diversidad en aBss4.

Retomando el objeto de estudio, se deseaba evaluar los compuestos aBss4 y aBss8/18
en como afecta la diversidad microbiana de plantas de maiz criollo. El interés de analizar
la composicién microbiana es encontrar diferencias entre las muestras y encontrar si el
efecto de los compuestos aBss4 y aBss8/18 estimulan alguna ruta de interés o bien ayuda
a la asimilacion de nutrientes a la planta. Por estas razones se buscaron las rutas
metabdlicas nutricionales que se vinculan con otras vias y procesos biologicos de
importancia y ademas de reciente interés en las ciencias “6micas” como lo describen
Naoko y Jun 2010. Los elementos N, Sy P son los mas importantes y que tienen mayor
impacto por la cantidad de rutas metabdlicas que afectan o influyen de mayor forma a la

planta.

El metabolismo del nitrégeno fue de vital interés por los nutrientes que le confiere, asi
como la cantidad de compuestos que necesitan nitrdgeno. Al evaluar diversas rutas del
metabolismo del nitrégeno fue de peculiar interés observar que la fijacion de nitrégeno
(Figura 31) solamente se encontraba completa (nifD, nifH, nifK) en el metagenoma aBss4,
ademas, la ruta de amonificacion no se encontraba activa en ninguna muestra. Al evaluar
la diversidad microbiana en el metabolismo del nitrégeno evaluado encontramos un
aumento en actinobacterias y alfaproteobacterias. La fijacién de nitrdgeno en nuestros
datos se encuentra incompleta en Control ya que no se encuentra nifH por otro lado la
diversidad es muy diferente en cuanto a aBss4 se refiere el género mas abundante en
esta ruta es Klebsiella al analizar mas detenidamente en KEGG lo cual es interesante
pues se encuentra K. pneumoniae, K. variicola y K. oxytoca las cuales pueden tener este
gen y comparando estos datos con la diversidad bacteriana efectivamente encontramos

las tres especies y su abundancia es mayor en aBss4 en comparacion con las otras y
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diversos estudios han demostrado que estas especies llevan a cabo fijacion de nitrégeno
(Masepohl y Kranz, 2009; Temme y Voigt, 2012; Chen et al., 2016); sin embargo, esto
solamente podria ser comprobado aislando estas bacterias y realizar experimentos para
asegurarse que esta realizando fijacion de nitrégeno. La ruta de nitrificacion aBss4 tiene
una mayor actividad como muestra la Figura 34A en cuanto a la diversidad, aBss8/18
muestra un considerable incremento en Notrospirae y alfaproteobacteria.

El azufre es un nutriente que la planta necesita para realizar multiples procesos y este
nutriente esta disponible para la planta gracias a las bacterias y micorrizas. Muchas
bacterias presentes en el suelo son capaces de mineralizar el azufre de sulfatos. Por esa
razon el interés de las rutas reduccion de sulfato, reduccién/oxidacion de sulfato y sistema
SOX. La asimilacion de sulfato en la Figura 35A se ve fuertemente influenciada (en
nuestros datos) en el gen cysC que corresponde a una kinasa que cataliza la formacion
de sulfito, asi mismo en la figura 36A el gen soxD es el mas activo dentro del sistema
SOX. Su indice en aBss4 se encuentra dos veces mayor que el Control. Hay que destacar
gue este gen codifica para el citocromo C, proteina envuelta en una enorme cantidad de
procesos, por decir algunas rutas metabdlicas, Resistencias a metales pesados, rutas de

sefalizacion, entre otras.

En cuanto al metabolismo del fésforo las enzimas 3.1.3.26 y 3.1.3.8 (Figura 38)
corresponden a fitasas, las cuales degradan &cido fitico el cual es el mayor constituyente
del fésforo organico en el suelo. Diversos microorganismos son capaces de degradar
acido fitico y hacerlo biodisponible para la planta. Singh y Rai (2016) sugieren que las
cianobacterias aumentan la biodisponibilidad del fésforo hacia las plantas solubilizandolo
y movilizando el fésforo organico presente en el suelo con ayuda de enzimas. Al analizar
este gen podemos observar un aumento en la 3-fitasa (K01083) y 4-fitasa (K01093)
significativo Tabla 16, siendo la abundancia de la 3-fitasa (0.064%) dos veces mayor en
aBss4 y mas de tres veces en aBss8/18 (0.11%) en comparacion del control (0.033%).
Asi mismo, la 4-fitasa se encuentra casi 5 veces mas abundante en aBss8/18 (0.017%)
gue en el control (0.0036%). Lo que nos sugiere un efecto positivo de los promotores del
crecimiento vegetal aplicados sobre las plantas de maiz al favorecer la solubilidad del

fésforo. Retomando a la abundancia de cianobacterias presentes en la diversidad de la
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enzima 3-fitasa (K01083) esta se encuentra en Control (0,00985 %), aBss4 (0,01470 %)
y aBss8/18 (0,0277 %) (Anexo 10), lo cual sugiere que hay un aumento en la abundancia
de esta enzima en este filo. Asi mismo al analizar la abundancia microbiana en esta
enzima encontramos un alto aumento en el filo Deltaproteobacteria siendo 0,053320 %
en aBss4 contra 0,00413 % del Control lo cual denota un claro aumento en la abundancia
relativa. Esto sugiere que el aumento en cianobacterias y Deltaproteobacterias puede
deberse a los compuestos utilizados en la investigacion, esto podria comprobarse
mediante posteriores analisis metatranscriptomicos para cuantificar los niveles de estos

genes y comprobar que se encuentran activos y con diferencia significativa.

Los genes potenciales muestran resultados interesantes, por ejemplo, la 1,3-glucanasa
es una enzima gue constituye e induce la defensa en plantas contra hongos fitopatégenos
(Beffa y Thomas, 1996). Este gen no es detectado en el metagenoma aBss8/18 pero si
en los otros, aBss4 (0.00125%) tiene una abundancia més de dos veces el control
(0.00049%) lo cual podriamos deducir que el microbioma del suelo contiene mas
organismos que producen glucanasa y por tanto beneficiaria a la planta al protegerla ante
una infeccion de diversos fitopatdgenos. Asi mismo la enzima quitinasa también es una
enzima implicada en la supresion de enfermedades en la planta y se encuentra en una
abundancia mayor en aBss4 que en el Control, por otra parte, KO que se encuentran en
la categoria Quorum sensing encontramos dos genes (K02033 Y K02031) que se
encuentran en alta abundancia en aBss4, particularmente estos genes forman parte de
un sistema de transporte de niquel, que a su vez este elemento es un cofactor de diversas
proteinas asi como forma parte en la biosintesis de diversos compuestos. Estos genes
se encuentran en 1% y 0.26% en aBss4 mientras que Control estos genes se encuentran
en 0.15% y 0.049%, por otro lado, aBss8/18 no se encuentran diferencias grandes pues

se encuentran en una abundancia de 0.22% y 0.053% (Eitinger, et al., 2000).
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VIll. Conclusiones

A lo largo de la presente investigacion se determiné que los promotores de crecimiento
vegetal aBss4 y aBss8/18 tienen un efecto en los microorganismos del suelo asociado a

rizosfera de plantas de maiz.

- Las herramientas empleadas en la estrategia planteada en este trabajo han
permitido determinar cambios en la estructura de la diversidad microbiana del
suelo asociado a la rizésfera de plantas de maiz, siendo mayor o menor en el suelo
asociado a la rizésfera de plantas tratadas con el compuesto aBss4 y mayor en el
suelo asociado a la rizésfera de plantas tratadas con el compuesto aBss8/18.

- Laabundancia relativa mostré diferencias significativas a nivel de familia y género,
siendo la mas abundante las familias Caulobacteraceae y Sphingomonaceae, asi
como los géneros Anaerostipes y Brevundimonas.

- Al comparar la diversidad y abundancia en los genes involucrados en las rutas
analizadas en esta investigacion se aprecio una abundancia significativa mayor
por parte de las librerias aBss4 y aBss8/18 en genes de importancia que ayudan
a la planta a absorber nutrientes tales como fitasas para la absorcion de fosfato,
genes nif para fijacion de nitrégeno.

- EIPCV aBss4 permite la proliferacion de microorganismos con genes codificantes
para las rutas del metabolismo del nitrdgeno y solubilizacion de fosfato, mientras
qgue en el suelo de las plantas que recibieron el tratamiento con el compuesto
aBss8/18 se encontraron genes asociados a la solubilizacion de fosfato como los
codificantes para las enzimas 3-fitasa y 4-fitasa, que favorecen la biodisponibilidad
del fosfato hacia la planta Singh y Rai (2016).

- EIPCV aBss4 permite la proliferacion de microorganismos con genes codificantes
que intervienen en la supresion de enfermedades en las plantas, asi como
tolerancia a estrés abiotico.

- En las plantas tratadas con el PCV aBss4 los genes relacionados a Quorum

Sensing presentan una abundancia mayor en comparacion de las otras muestras
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siendo los filos Firmicutes y Chloroflexi los mayormente representados en dicha

categoria.

La secuenciacion masiva de DNA fue esencial para esclarecer el efecto que tienen los
PCV en esta investigacion, siendo un efecto positivo para la planta al modificar la
diversidad microbiana del suelo, aumentando la biodisponibilidad de nutrientes asi como
conferir proteccion ante enfermedades, para comprobar que esta funciones se
encuentran activas es necesario utilizar otra clase de andlisis que incluyen a la
metatranscriptémica, que nos permitird puntualizar qué rutas metabdlicas se encuentran
altamente activas cuando los PCV son utilizados y asi obtener un mejor conocimiento de

la microbiota de suelo rizosférico y el efecto de los PCV sobre ella.
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ANEXOS

Anexo 1. Abundancias relativas de las familias usadas para la construccién de Heatmap a nivel de

Familia.

Taxonomy Control aBss4 aBss8/18
Acetobacteraceae 0.61425946 0.62115462 0.63013645
Acidimicrobiaceae 0.435297 0.55322469 0.36977451
Acidobacteriaceae 0.49343775 0.53694309 0.64059336
Actinobacteria 0.21104235 0.25771437 0.16081344
Actinomycetaceae 0.47316067 0.4950408 047777477
Alcaligenaceae 1.07887862 1.11398488 0.98558236
Alphaproteobacteria 0.37517621 0.3683995 0.35122156
Anaeromyxobacteraceae 0.91136487 0.92697893 0.98122331
Beutenbergiaceae 0.17357719 0.20145754 0.11225834
Bradyrhizobiaceae 3.96245441 4.3682437 2.82639072
Burkholderiaceae 2.74367317 2.86353815 2.99823304
Burkholderiales 2.02403034 1.74885132 2.19604521
Caulobacteraceae 14.69563329 14.61009169 18.11529693
Cellulomonadaceae 0.62945579 0.69221678 0.38626452
Chromatiaceae 0.33868365 0.33881413 0.38590998
Chromobacteriaceae 0.36293977 0.32526823 0.40043764
Clostridiales Family XVII. Incertae Sedis 0.17481977 0.19028871 0.18198078
Comamonadaceae 4.14688613 3.48696955 3.99569861
Conexibacteraceae 0.97088496 1.33233544 0.53963752
Coriobacteriaceae 0.19480708 0.21510574 0.21304723
Corynebacteriaceae 0.39772585 0.45790778 0.33495011
Cystobacteraceae 0.15016957 0.10929151 0.14922542
Deinococcaceae 0.39652997 0.4041211 0.42857926
Dermacoccaceae 0.28352673 0.31095295 0.18247027
Desulfovibrionaceae 0.281935934 0.29630134 0.33615156
Ectothiorhodospiraceae 0.66855908 0.63842789 0.78133453
Eggerthellaceae 0.19406303 0.20572928 0.20214418
Enterobacteriaceae 2.06 3.6 3.61
Erythrobacteraceae 0.46257878 0.33654311 0.65343235
Frankiaceae 0.52935776 0.63658788 0.43414878
Gemmatimonadaceae 0.28214633 0.26545007 0.37851374
Geobacteraceae 0.36244261 0.36884259 0.41768755
Geodermatophilaceae 1.13290494 1.05058805 0.55654253
Gordoniaceae 0.15965978 0.2033307 0.12607184
Halobacteriaceae 0.32835191 0.38997201 0.33465062
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Taxonomy Control aBss4 aBss8/18

Hydrogenophilaceae 0.30945116 0.27487287 0.34880543
Hyphomicrobiaceae 0.55635033 0.56486331 0.56933922
Intrasporangiaceae 0.28504822 0.34381044 0.13783199
Kineosporiaceae 0.17431378 0.17512476 0.09832747
Kofleriaceae 0.20557031 0.19911206 0.24150757
Lachnospiraceae 8.03175727 7.88614814 10.02702696
Methylobacteriaceae 1.42017602 1.5258768 1.13309333
Microbacteriaceae 1.13238081 1.189246 0.37514403
Micrococcaceae 1.27929886 1.20257705 0.57667986
Micromonosporaceae 1.06845837 1.26123452 0.7785381
Moraxellaceae 0.75924946 0.76191512 1.358331724
Mycobacteriaceae 1.18763203 1.6581204 0.956586873
Myxococcaceae 0.53279187 0.46964688 0.57475132
Natrialbaceae 0.57360882 0.64594635 0.5465136
Nitrosomonadaceae 1.27803263 0.3224892 0.49397664
Nocardiaceae 0.59669169 0.78500272 0.46017062
Nocardioidaceae 1.71634998 1.80117173 0.83460001
Nocardiopsaceae 0.22089707 0.24684567 0.16843302
Opitutaceae 0.17012677 0.17886664 0.22897628
Oxalobacteraceae 0.90317305 0.75496333 0.87895437
Paenibacillaceae 0.18638047 0.19245532 0.198788195
Phycisphaeraceae 0.20104002 0.20268461 0.2288818
Phyllobacteriaceae 1.07435856 1.04244177 0.84241472
Planctomycetaceae 0.30713953 0.35918242 0.31686332
Polyangiaceae 0.24791264  0.26504889 0.31102689
Promicromonosporaceae 0.515317 0.5673174 0.3224156
Propionibacteriaceae 0.43741722 0.48574877 0.34201542
Pseudomonadaceae 2.92712531 2.48663396 1.624034224
Pseudonocardiaceae 1.4468447 1.66749031 1.17756698
Rhizobiaceae 2.07091003 2.18646095 1.89065893
Rhodobacteraceae 0.7093081 0.679592621 0.718067263
Rhodocyclaceae 1.20970119 1.08585565 1.34146951
Rhodospirillaceae 1.51947352 1.52360128 1.64641349
Rhodothermaceae 0.21217881 0.21553992 0.24135539
Rubrobacteraceae 0.82842898 1.14207226 0.41256759
Sanguibacteraceae 0.15645849 0.16821969 0.09480463
Sphaerobacteraceae 0.29240487 0.29423013 0.24585222
Sphingomonadaceae 6.1442718  4.78369448 8.61255976
Streptomycetaceae 2.05334949 2.23216453 1.252212272
Streptosporangiaceae 0.15094692 0.1774599 0.10537824
Sutterellaceae 0.15078864  0.14263799 0.17187255
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Taxonomy Control aBss4 aBss8/18

Thermaceae 0.43926075 0.47308211 0.44917381
Thermomonosporaceae 0.17613361 0.19930312 0.12313599
Veillonellaceae 0.30599587 0.33204406 0.35901755
Xanthobacteraceae 0.86962019 0.98291597 0.80810575
Xanthomonadaceae 4.91640176 3.50362386 3.27238773
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Anexo 2. Abundancias relativas de géneros utilizadas para la construccién de Heatmap a nivel de género.

Taxonomy Control aBss4 aBss8/18

Achromobacter 0.41110174 0.47438127 0.32461254
Acidovorax 0.7632288 0.64977046 0.77146393
Acinetobacter 0.75924946 0.76191512 1.358331724
Actinomyces 0.47316067 0.4950408 0.47777477
Actinoplanes 0.53988135 0.61031576 0.39954851
Aeromicrobium 0.29742992 0.33698751 0.20804479
Afipia 0.54555519 0.67079182 0.50934877
Agrobacterium 0.63319831 0.6243777 0.55539821
Alicycliphilus 0.29520053 0.25578866 0.28426068
Anaeromyxobacter 0.91136487 0.92697893 0.98122331
Anaerostipes 8.01877526 7.87231454 10.01450121
Arthrobacter 0.99608063 0.90926509 0.38444324
Azoarcus 0.46906911 0.42866181 0.5159324
Azospirillum 0.67620888 0.67800254 0.69068564
Blastococcus 0.37682551 0.31939611 0.18158186
Bordetella 0.4182392 0.38511191 0.39779883
Bradyrhizobium 1.64964926 2.254055 1.49055926
Brevundimonas 13.34348981 13.20865239 16.5918701
Burkholderia 1.79826617 1.94773827 1.99129531
Caulobacter 0.67121238 0.7329525 0.7616044
Cellulomonas 0.62945579 0.69221678 0.38626452
Clavibacter 0.40791825 0.38393888 0.14608464
Conexibacter 0.97088496 1.33233544 0.53963752
Corynebacterium 0.30215981 0.3378203 0.2522237
Cupriavidus 0.53671776 0.54053325 0.55833918
Deinococcus 0.39652997 0.4041211 0.42857926
Enterobacter 0.574426428 0.45332328 0.38274398
Erythrobacter 0.46257878 0.33654311 0.65343235
Escherichia 1.06214945 2.60431648 2.86538239
Frankia 0.52935776 0.63658788 0.43414878
Gemmatimonas 0.28214633 0.26545007 0.37851374
Geobacter 0.36244261 0.36884259 0.41768755
Geodermatophilus 0.41238599 0.37665938 0.19535347
Hyphomicrobium 0.36324011 0.36404909 0.36075868
llumatobacter 0.32324748 0.41597636 0.25214907
Intrasporangium 0.28504822 0.34381044 0.13783199
Isoptericola 0.3214269 0.35693367 0.20536673
Kribbella 0.28212069 0.30480326 0.17187135
Leptothrix 0.54397563 0.45518046 0.58593533
Massilia 0.5532732 0.44286205 0.55371396
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Taxonomy Control aBss4 aBss8/18

Mesorhizobium 0.99072385 0.96268572 0.76620971
Methylibium 0.61468163 0.52235927 0.66201581
Methylobacterium 1.42017602 1.5258768 1.13309333
Microbacterium 0.50058636 0.61175944 0.16474006
Micromonospora 0.25795437 0.3231515 0.17659684
Modestobacter 0.34369344 0.35453256 0.1796072
Mycobacterium 1.16887358 1.63733643 0.940030623
Myxococcus 0.37777362 0.3297945 0.4049492
Natronococcus 0.38486751 0.43761819 0.35820502
Nitrobacter 1.24208743 0.77531609 0.34051335
Nitrosospira 1.27803263 0.3224892 0.49397664
Nocardioides 1.13679937 1.15938096 0.45468387
Novosphingobium 0.87182306 0.65505036 1.18292656
Phenylobacterium 0.64479475 0.63210724 0.71077378
Polymorphum 0.32450771 0.33457714 0.29900968
Propionibacterium 0.31942292 0.3460739 0.27068798
Pseudomonas 2.80021834 2.35312006 1.49891467
Pseudoxanthomonas 1.61461759 1.1853376 1.18828236
Ralstonia 0.30379785 0.27446446 0.33390871
Ramlibacter 1.61742321 1.03372323 1.3578114
Rhizobium 0.59563877 0.68502022 0.65742795
Rhodanobacter 1.48256528 0.66923692 0.47808674
Rhodococcus 0.36317336 0.5206266 0.2765061
Rhodopseudomonas 0.31113966 0.40809377 0.28997836
Rhodospirillum 0.33572838 0.3425757 0.36820208
Rubrivivax 0.75632204 0.66874034 0.82866647
Rubrobacter 0.82842898 1.14207226 0.41256759
Saccharomonospora 0.57466444 0.68572474 0.50754805
Sinorhizobium 0.84207295 0.87706303 0.67783277
Sphaerobacter 0.29240487 0.29423013 0.24585222
Sphingobium 1.91873677 1.47319182 2.57319432
Sphingomonas 2.44058408 1.77403943 3.5587307
Sphingopyxis 0.91312789 0.88141287 1.29770818
Starkeya 0.49464127 0.56281382 0.4735403
Stenotrophomonas 0.9754112 0.96698171 0.87761037
Streptomyces 1.91579175 2.07523347 1.155174842
Thauera 0.35117314 0.30783644 0.39093175
Thioalkalivibrio 0.38431157 0.35602686 0.45206695
Thiobacillus 0.30945116 0.27487287 0.34880543
Variovorax 0.70734434 0.8371635 0.85123412
Xanthomonas 0.76207777 0.63074319 0.66522876
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Anexo 3. Frecuencias relativas por muestra para la contruccién de un histograma a nivel de familia.

FAMILIA Frequencia |Muestra |Frequencia |Muestra|Frequencia |Muestra
Acetobacteraceae 0.006142595 | Control | 0.006211546 | aBss4 0.006301365 | aBss8/18
Acidimicrobiaceae 0.00435297 | Control |0.007110869 |aBss4 | 0.007056481 | aBss8/18
Acidithiobacillaceae 0.000387888 | Control | 0.009686109 | aBss4 | 0.007966256 | aBss8/18
Acidobacteria 0.000587276 | Control | 0.009047099 |aBss4 | 0.007261119 | aBss8/18
Acidobacteriaceae 0.004934378 | Control | 0.008942643 | aBss4 | 0.007129835 | aBss8/18
Acidothermaceae 0.000496147 | Control | 0.009305061 | aBss4 0.00767273 | aBss8/18
Actinobacteria 0.002110424 | Control | 0.010383965 | aBss4 | 0.009003235 | aBss8/18
Actinomycetaceae 0.004731607 | Control | 0.009125904 | aBss4 | 0.008062521 | aBss8/18
Aeromonadaceae 0.000974915 | Control |0.008656013 | aBss4 0.007924514 | aBss8/18
Alcaligenaceae 0.010788786 | Control | 0.005167761 | aBss4 | 0.006204793 | aBss8/18
Alcanivoracaceae 0.000476641 | Control |0.005689679 | aBss4 | 0.006825859 | aBss8/18
Alicyclobacillaceae 0.000740496 | Control | 0.005978236 | aBss4 0.00723929 | aBss8/18
Alphaproteobacteria 0.003751762 | Control |0.005957451 | aBss4 |0.006894818 | aBss8/18
Alteromonadaceae 0.000301138 | Control |[0.007279978 | aBss4 | 0.006948622 | aBss8/18
Anaerolineaceae 0.000156068 | Control | 0.006543896 | aBss4 | 0.005911649 | aBss8/18
Anaeromyxobacteraceae 0.009113649 | Control | 0.006055364 | aBss4 0.005179139 | aBss8/18
Atopobiaceae 0.000894136 | Control | 0.005812211 | aBss4 | 0.004890686 | aBss8/18
Bacillaceae 0.000342421 | Control |0.006015702 | aBss4 0.00545716 | aBss8/18
Bacillales 0.000073798 | Control | 0.005944064 | aBss4 | 0.005132928 | aBss8/18
Beijerinckiaceae 0.001356053 | Control | 0.005938563 | aBss4 | 0.005121001 | aBss8/18
Betaproteobacteria 0.000957601 | Control |0.003661336 | aBss4 | 0.003790784 | aBss8/18
Beutenbergiaceae 0.001735772 | Control | 0.003465065 | aBss4 | 0.003643097 | aBss8/18
Bifidobacteriaceae 0.001485215 | Control |0.003383612 | aBss4 | 0.003606029 | aBss8/18
Bradyrhizobiaceae 0.039624544 | Control | 0.003280511 | aBss4 | 0.003336296 | aBss8/18
Brucellaceae 0.000962948 | Control |0.002574763 |aBss4 | 0.002041712 | aBss8/18
Burkholderiaceae 0.027436732 | Control | 0.002541996 | aBss4 | 0.002140345 | aBss8/18
Burkholderiales 0.020240303 | Control | 0.002090117 | aBss4 0.00180422 | aBss8/18
Caldilineaceae 0.000395288 | Control |[0.001970512 | aBss4 | 0.001734495 | aBss8/18
Candidatus-Methylomirabilis 0.000674334 | Control [0.009110817 |aBss4 |0.009383282 | aBss8/18
Cardiobacteriaceae 0.000590146 | Control |[0.001793164 | aBss4 0.00169818 | aBss8/18
Catenulisporaceae 0.001071078 | Control |0.002638721 |aBss4 |0.002121128 | aBss8/18
Caulobacteraceae 0.146956333 | Control | 0.005879112 | aBss4 | 0.004432052 | aBss8/18
Cellulomonadaceae 0.006294558 | Control | 0.006096042 | aBss4 | 0.004404374 | aBss8/18
Chitinophagaceae 0.000645463 | Control | 0.006080575 | aBss4 | 0.004423813 | aBss8/18
Chlorobiaceae 0.001325434 | Control 0.00639811 |aBss4 | 0.004745313 | aBss8/18
Chloroflexaceae 0.000292257 | Control | 0.006986745 | aBss4 0.00525732 | aBss8/18
Chromatiaceae 0.003386837 | Control |0.007969941 | aBss4 | 0.006251501 | aBss8/18
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FAMILIA Frequencia |Muestra |Frequencia |Muestra|Frequencia |Muestra
Chromobacteriaceae 0.003629398 | Control | 0.007851383 |aBss4 | 0.006652729 | aBss8/18
Chroococcales 0.000862752 | Control | 0.005682624 | aBss4 | 0.005551821 | aBss8/18
Clostridiaceae 8.49E-05 | Control |0.005541167 |aBss4 | 0.005628845 | aBss8/18
Clostridiales 0.000632597 | Control | 0.005606397 |aBss4 | 0.006071519 | aBss8/18
Clostridiales-Family-XVIl.-Incertae-

Sedis 0.001748198 | Control | 0.005648116 |aBss4 | 0.006161402 | aBss8/18
Comamonadaceae 0.041468861 | Control | 0.005541231 |aBss4 | 0.006177543 | aBss8/18
Conexibacteraceae 0.00970885 | Control | 0.004441244 |aBss4 | 0.005046934 | aBss8/18
Coriobacteriaceae 0.001948071 | Control 0.00371986 | aBss4 | 0.004476207 | aBss8/18
Corynebacteriaceae 0.003977259 | Control |0.005668743 | aBss4 |0.006012704 | aBss8/18
Cyclobacteriaceae 5.21E-05 | Control |0.005512839 |aBss4 | 0.005971755 | aBss8/18
Cystobacteraceae 0.001501696 | Control | 0.005255137 | aBss4 0.005329885 | aBss8/18
Cytophagaceae 0.001470769 | Control |0.004910222 | aBss4 0.004961071 | aBss8/18
Deinococcaceae 0.0039653 | Control [ 0.006011683 |aBss4 | 0.006090412 | aBss8/18
Dermabacteraceae 0.001107099 | Control |{0.009811415 | aBss4 0.009929474 | aBss8/18
Dermacoccaceae 0.002835267 | Control | 0.013060346 | aBss4 0.01336079 | aBss8/18
Desulfarculaceae 0.000743779 | Control |{0.010305755 |aBss4 | 0.010827499 | aBss8/18
Desulfobacteraceae 0.000272822 | Control | 0.010634404 |aBss4 | 0.011079786 | aBss8/18
Desulfobulbaceae 0.00053775 | Control | 0.010607207 |aBss4 | 0.010876585 | aBss8/18
Desulfomicrobiaceae 0.00029966 | Control |0.010588917 |aBss4 | 0.010844743 | aBss8/18
Desulfovibrionaceae 0.002819359 | Control | 0.008950864 | aBss4 | 0.009120558 | aBss8/18
Ectothiorhodospiraceae 0.006685591 | Control |0.005275902 | aBss4 | 0.005157657 | aBss8/18
Eggerthellaceae 0.00194063 | Control | 0.002018484 | aBss4 | 0.001490959 | aBss8/18
Enterobacteriaceae 2.06E-02 | Control 0.00254718 |aBss4 | 0.002115734 | aBss8/18
Erysipelotrichaceae 0.000737836 | Control |0.002989529 | aBss4 | 0.002740389 | aBss8/18
Erythrobacteraceae 0.004625788 | Control | 0.004868752 | aBss4 | 0.003847423 | aBss8/18
Ferrimonadaceae 0.000183046 | Control |0.005325322 | aBss4 | 0.004251602 | aBss8/18
Flavobacteriaceae 0.001225283 | Control | 0.005447762 | aBss4 | 0.004369502 | aBss8/18
Frankiaceae 0.005293578 | Control | 0.005621861 | aBss4 | 0.004658637 | aBss8/18
Gallionellaceae 0.001061147 | Control | 0.005573962 | aBss4 | 0.004612764 | aBss8/18
Gammaproteobacteria 0.00023099 | Control 0.00666069 | aBss4 | 0.005185204 | aBss8/18
Gemmatimonadaceae 0.002821463 | Control |0.008375953 | aBss4 | 0.006198797 | aBss8/18
Geobacteraceae 0.003624426 | Control | 0.008239174 |aBss4 | 0.006468838 | aBss8/18
Geodermatophilaceae 0.011329049 | Control |{0.013827705 | aBss4 | 0.009608538 | aBss8/18
Gloeobacterales 0.001046966 | Control | 0.016793937 |aBss4 | 0.011624206 | aBss8/18
Glycomycetaceae 0.000822082 | Control 0.02013772 |aBss4 | 0.013966306 | aBss8/18
Gordoniaceae 0.001596598 | Control 0.0238503 | aBss4 | 0.016556356 | aBss8/18
Hahellaceae 9.31E-05 | Control | 0.027041863 | aBss4 | 0.018345059 | aBss8/18
Halobacteriaceae 0.003283519 | Control |0.027830744 |aBss4 | 0.017920981 | aBss8/18
Haloferacaceae 0.000582479 | Control | 0.030293711 |aBss4 | 0.018310726 | aBss8/18
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FAMILIA Frequencia |Muestra |Frequencia |Muestra|Frequencia |Muestra
Halomonadaceae 0.001266979 | Control | 0.026721791 |aBss4 | 0.016575197 | aBss8/18
Halothiobacillaceae 0.00014072 | Control | 0.027588587 | aBss4 | 0.017199917 | aBss8/18
Helicobacteraceae 0.000602572 | Control | 0.024369589 | aBss4 | 0.015002409 | aBss8/18
Heliobacteriaceae 0.000763037 | Control | 0.020974018 |aBss4 | 0.012546382 | aBss8/18
Hydrogenophilaceae 0.003094512 | Control |0.016377439 |aBss4 | 0.009931125 | aBss8/18
Hyphomicrobiaceae 0.005563503 | Control 0.01390016 |aBss4 | 0.009244738 | aBss8/18
Hyphomonadaceae 0.001098597 | Control | 0.010527313 |aBss4 | 0.008400683 | aBss8/18
Intrasporangiaceae 0.002850482 | Control |0.010346032 | aBss4 0.008794106 | aBss8/18
Kineosporiaceae 0.001743138 | Control | 0.007751321 |aBss4 | 0.007508012 | aBss8/18
Kofleriaceae 0.002055703 | Control | 0.007972139 | aBss4 0.00781273 | aBss8/18
Lachnospiraceae 0.080317573 | Control 0.00759135 | aBss4 | 0.007683892 | aBss8/18
Legionellaceae 0.000114447 | Control | 0.008162904 | aBss4 | 0.008296347 | aBss8/18
Leptospiraceae 0.000101038 | Control |0.007783654 | aBss4 0.007905771 | aBss8/18
Leptotrichiaceae 0.000151769 | Control | 0.007472472 |aBss4 | 0.007676389 | aBss8/18
Methanocellaceae 0.000295313 | Control | 0.005579345 | aBss4 | 0.005844247 | aBss8/18
Methanomicrobiaceae 0.000521267 | Control |0.005298991 | aBss4 | 0.005502595 | aBss8/18
Methanosaetaceae 0.000158763 | Control | 0.004924858 | aBss4 | 0.005229235 | aBss8/18
Methylobacteriaceae 0.01420176 | Control |0.004957985 | aBss4 |0.005228068 | aBss8/18
Methylococcaceae 0.001044033 | Control |0.004555341 | aBss4 | 0.004682617 | aBss8/18
Methylocystaceae 0.001334705 | Control |0.004491702 | aBss4 0.00462688 | aBss8/18
Methylophilaceae 0.000411564 | Control | 0.004197914 | aBss4 | 0.004280917 | aBss8/18
Microbacteriaceae 0.011323808 | Control | 0.004478624 | aBss4 0.00464955 | aBss8/18
Micrococcaceae 0.012792989 | Control |0.004303254 | aBss4 0.004416347 | aBss8/18
Micromonosporaceae 0.010684584 | Control | 0.005017304 | aBss4 | 0.005033693 | aBss8/18
Moraxellaceae 0.007592495 | Control |0.005531161 | aBss4 | 0.005547394 | aBss8/18
Mycobacteriaceae 0.01187632 | Control | 0.005489539 | aBss4 | 0.005645344 | aBss8/18
Myxococcaceae 0.005327919 | Control |[0.007327035 | aBss4 | 0.007537968 | aBss8/18
Nakamurellaceae 0.001205182 | Control |[0.007579395 |aBss4 | 0.007789747 | aBss8/18
Natrialbaceae 0.005736088 | Control | 0.008575282 | aBss4 | 0.008942472 | aBss8/18
Nautiliaceae 0.000278404 | Control |[0.008488026 | aBss4 | 0.009006066 | aBss8/18
Neisseriaceae 0.000787872 | Control | 0.009184953 | aBss4 | 0.010000257 | aBss8/18
Nitrosomonadaceae 0.012780326 | Control |0.007296283 | aBss4 | 0.008147866 | aBss8/18
Nitrososphaeraceae 0.000632389 | Control | 0.009701359 |aBss4 | 0.011798938 | aBss8/18
Nitrospiraceae 0.000668071 | Control 0.01477684 | aBss4 | 0.018235878 | aBss8/18
Nocardiaceae 0.005966917 | Control |[0.021307103 |aBss4 | 0.026370638 | aBss8/18
Nocardioidaceae 0.0171635 | Control | 0.019644392 | aBss4 0.02460789 | aBss8/18
Nocardiopsaceae 0.002208971 | Control | 0.019555374 |aBss4 | 0.024477363 | aBss8/18
Opitutaceae 0.001701268 | Control |0.018309835 |aBss4 | 0.022880802 | aBss8/18
Oscillatoriales 3.96E-04 | Control [0.018153211 |aBss4 | 0.022773641 | aBss8/18
Oxalobacteraceae 0.009031731 | Control |[0.013846187 |aBss4 | 0.017231869 | aBss8/18
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Paenibacillaceae 0.001863805 | Control | 0.009839038 | aBss4 0.01141044 | aBss8/18
Parvularculaceae 0.00017228 | Control 0.00351543 |aBss4 | 0.003634262 | aBss8/18
Pelobacteraceae 0.000665386 | Control | 0.132704045 |aBss4 | 0.165783408 | aBss8/18
Peptococcaceae 0.00026337 | Control |0.134576241 | aBss4 0.168358687 | aBss8/18
Phycisphaeraceae 0.0020104 | Control |0.136677601 | aBss4 0.17075133 | aBss8/18
Phyllobacteriaceae 0.010743586 | Control |0.139166424 |aBss4 |0.172886777 | aBss8/18
Planctomycetaceae 0.003071395 | Control | 0.140996288 | aBss4 | 0.174843962 | aBss8/18
Pleurocapsales 5.01E-05 | Control |0.146100917 |aBss4 |0.181152969 | aBss8/18
Polyangiaceae 0.002479126 | Control | 0.147852375 |aBss4 | 0.181861684 | aBss8/18
Porphyromonadaceae 9.89E-05 | Control |0.020959113 |aBss4 | 0.020679949 | aBss8/18
Prevotellaceae 0.000145537 | Control | 0.020572765 | aBss4 | 0.018586427 | aBss8/18
Promicromonosporaceae 0.00515317 | Control | 0.018322067 |aBss4 | 0.016209091 | aBss8/18
Propionibacteriaceae 0.004374172 | Control |0.016158588 | aBss4 0.01478934 | aBss8/18
Pseudomonadaceae 0.029271253 | Control | 0.014607539 |aBss4 | 0.013146338 | aBss8/18
Pseudonocardiaceae 0.014468447 | Control 0.00884375 |aBss4 | 0.006691568 | aBss8/18
Rhizobiaceae 0.0207091 | Control | 0.007042908 | aBss4 | 0.005839551 | aBss8/18
Rhodobacteraceae 0.007093081 | Control | 0.004472906 | aBss4 | 0.004533048 | aBss8/18
Rhodobiaceae 0.001316232 | Control |0.002536445 | aBss4 | 0.003530993 | aBss8/18
Rhodocyclaceae 0.012097012 | Control | 0.003574215 | aBss4 0.00468439 | aBss8/18
Rhodospirillaceae 0.015194735 | Control |0.003538894 | aBss4 |0.004182583 | aBss8/18
Rhodothermaceae 0.002121788 | Control | 0.004560288 | aBss4 | 0.005214138 | aBss8/18
Rikenellaceae 0.000791135 | Control | 0.005217415 |aBss4 | 0.006096158 | aBss8/18
Roseiflexaceae 0.000729588 | Control |0.005484787 |aBss4 | 0.006425929 | aBss8/18
Rubrobacteraceae 0.00828429 | Control | 0.006778977 |aBss4 | 0.008034827 | aBss8/18
Ruminococcaceae 0.001232765 | Control |0.007390539 | aBss4 0.008525723 | aBss8/18
Sanguibacteraceae 0.001564585 | Control | 0.006296683 | aBss4 | 0.007192002 | aBss8/18
Saprospiraceae 7.22E-05 | Control 0.0058048 | aBss4 | 0.006675732 | aBss8/18
Segniliparaceae 0.000820306 | Control |0.004503739 |aBss4 | 0.005252163 | aBss8/18
Shewanellaceae 0.0001027 | Control | 0.003697828 | aBss4 | 0.004224189 | aBss8/18
Solibacteraceae 0.001347163 | Control |{0.005018932 | aBss4 | 0.005347043 | aBss8/18
Sphaerobacteraceae 0.002924049 | Control |0.005318786 | aBss4 | 0.005575589 | aBss8/18
Sphingobacteriaceae 0.000541243 | Control |0.006472528 | aBss4 0.00720175 | aBss8/18
Sphingomonadaceae 0.061442718 | Control | 0.006855656 | aBss4 | 0.007662884 | aBss8/18
Spirochaetaceae 0.000221167 | Control |0.007861465 | aBss4 | 0.008829287 | aBss8/18
Streptomycetaceae 0.020533495 | Control | 0.008809092 | aBss4 | 0.010041462 | aBss8/18
Streptosporangiaceae 0.001509469 | Control |[0.010958478 |aBss4 | 0.012377054 | aBss8/18
Sulfuricellaceae 0.000495368 | Control | 0.009291048 | aBss4 | 0.010879749 | aBss8/18
Sutterellaceae 0.001507886 | Control | 0.008100486 | aBss4 | 0.009417866 | aBss8/18
Symbiobacteriaceae 0.001377638 | Control |0.006966487 |aBss4 | 0.007807367 | aBss8/18
Synergistaceae 0.000974868 | Control |0.007847992 | aBss4 0.00838431 | aBss8/18
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Syntrophobacteraceae 0.000272437 | Control |0.007991941 | aBss4 |0.008421095 | aBss8/18
Thermaceae 0.004392608 | Control | 0.008093965 | aBss4 0.00844154 | aBss8/18
Thermobaculum 0.000226361 | Control | 0.008452757 |aBss4 | 0.008676676 | aBss8/18
Thermomicrobiaceae 0.000733566 | Control | 0.015873311 |aBss4 | 0.019177047 | aBss8/18
Thermomonosporaceae 0.001761336 | Control | 0.016128791 |aBss4 | 0.019412952 | aBss8/18
Trueperaceae 0.000945193 | Control |0.023934645 | aBss4 0.027386195 | aBss8/18
Tsukamurellaceae 0.000691148 | Control |0.024243408 | aBss4 | 0.027860231 | aBss8/18
Veillonellaceae 0.003059959 | Control | 0.036127289 |aBss4 | 0.031993495 | aBss8/18
Xanthobacteraceae 0.008696202 | Control |0.035225285 | aBss4 | 0.031040474 | aBss8/18
Xanthomonadaceae 0.049164018 | Control |0.034298148 | aBss4 | 0.029919146 | aBss8/18

Anexo 4. Analisis basado en Stekel et al., 2000 aplicado a los datos filtrados y normalizados. (53 OTUs

representativos)

Taxonomia R Control aBss4  aBss8/18
Acinetobacter baumannii 462.9137488 2263 1578 4284
Acinetobacter sp. ADP1 396.449452 1090 3037 1034
Acinetobacter calcoaceticus 1208.653692 23086 21777 30198
Acinetobacter oleivorans 585.4088761 12934 3997 7368
Acinetobacter pittii 2634.828381 1952 972 9332
Anaerostipes hadrus 2999.062702 465898 338030 399684
Arthrobacter chlorophenolicus 875.9883651 16388 10446 4178
Arthrobacter phenanthrenivorans 1200.395286 19703 12898 4639
Arthrobacter sp. FB24 573.8398146 11826 7853 3250
Blastococcus saxobsidens 711.5167006 21894 13715 7247
Bradyrhizobium sp. S23321 452.5153078 22463 23179 13740
Bradyrhizobium diazoefficiens 645.1158701 24753 26501 14749
Brevundimonas diminuta 4512.704088 760456 556601 649151
Cellulomonas fimi 370.8098926 13982 11732 5867
Chryseobacterium gleum 1332.436008 2531 8964 5418
Clavibacter michiganensis 1417.0945 23700 16486 5830
Conexibacter woesei 3099.592127 56409 57209 21537
Dyadobacter fermentans 412.7148216 5675 5455 8147
Erythrobacter litoralis 942.1823028 26876 14451 26079
Escherichia coli 11156.02389 60997 111312 113814
Geodermatophilus obscurus 848.2524687 23960 16173 7797
Helicobacter pylori 701.8093653 3501 3466 7124
llumatobacter coccineus 367.8400471 18781 17862 10063
Intrasporangium calvum 859.1742497 16562 14763 5501
Isoptericola variabilis 404.9828897 18675 15326 8196
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Taxonomia
Kribbella flavida
Leifsonia xyli
Microbacterium testaceum
Modestobacter marinus
Mycobacterium smegmatis
Nitrobacter hamburgensis
Nitrobacter winogradskyi
Nitrosospira multiformis
Nocardioides sp. JS614
Novosphingobium sp. PP1Y
Novosphingobium aromaticivorans
Pantoea vagans
Pseudomonas monteilii
Pseudomonas putida
Pseudoxanthomonas suwonensis
Ramlibacter tataouinensis
Rhodanobacter denitrificans
Rhodococcus erythropolis
Rubrobacter xylanophilus
Sphingobium chlorophenolicum
Sphingobium japonicum
Sphingobium sp. SYK 6
Sphingobium yanoikuyae
Sphingomonas sp. MM 1
Sphingomonas wittichii
Sphingopyxis alaskensis
Streptomyces coelicolor
Streptomyces sp. PAMC26508

R
385.1743402
972.9125432
2623.214405
653.6357041
933.1177913
1937.005014
3594.882454
7614.733926
3615.441665

544.410311
854.1818989
367.6036236
7942.424672
3323.357129
713.8459591
1374.921121
6564.539021
524.9217172

3193.62523
488.9614864
662.3513922
810.5540108

846.526566
2051.385318
3556.941737
931.5818717
381.4935638

438.208284
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Control
16391
13007
29085
19969

7065
29925
42241
74255
66049
20806
29847

4881
69210
21550
63361
93974
86138

2381
48132
19745
34928
27027
29781
56661
85139
53054

8717

6966

aBss4

13088

8311
26268
15223
11349
14653
18639
13847
49783
11619
16508

4419
22591
26645
33898
44387
28736

4786
49040
10976
19036
16086
17160
30542
45634
37847

8140

6250

aBss8/18
6859
2567
6575
7168
3745
6477
7114
19715
18147
19217
27994
1291
8745
4742
31688
54191
19081
1374
16466
17943
29347
26793
28615
55541
86489
51792
3348
2073



Anexo 5. Datos filtrados y normalizados de la diversidad bacteriana.

TAXON
Control M4 M8/18 Taxonomy
1 154 121 109 Archaea;Euryarchaeota;Methanomicrobia;Methanomi i :Methanomicrobi :Methanoculleus;Methanoculleus-marisnigri
2 86 71 69 Proteobacteria;Gammap ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Dickeya;Dickeya-dadantii
3 145 101 172 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Mc Acir SACir -sp.
4 310 224 256 Chlorobi;Chlorobia;Chlorobiales;Chlorobiaceae;Chlorobaculum;Chlorobaculum-tepidum
5 223 197 183 Actinobacteria;Coriobacteriia;Eggerthellales;Eggerthellaceae;Adlercreutzia;Adlercreutzia-equolifaciens
6 333 325 699  Pproteobacteria;Epsilonproteobacteria;Campylobacterales;Helicobacteraceae; Helicobacter;Helicobacter-pylori
7 98 93 159  Bacteroidetes;Sphingobacteriia; Sphingobacteriales;Chitinophagaceae;Chitinophaga;Chitinophaga-pinensis
8 578 400 424 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae; Pseudomonas;Pseudomonas-aeruginosa
9 673 1064 368 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-smegmatis
10 28 17 32 Cyanobacteria;Cyanobacteria;Pleurocapsales;Pleurocapsales;Chroococcidiopsis; Chroococcidiopsis-thermalis
11 29 20 33 Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cyclobacteriaceae;Echinicola;Echinicola-vietnamensis
12 31 21 28 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus-sp.-JDR-2
13 37 27 41 Bacteroidetes;Sphingobacteriia;Sphingobacteriales;Sphingobacteriaceae;Sphingobacterium;Sphingobacterium-sp.-21
14 38 32 45 Bacteroidetes;Sphingobacteriia; Sphingobacteriales;Sphingobacteriaceae;Pseudopedobacter;Pseudopedobacter-saltans
15 39 54 6 Firmicutes;BacilliBacillales;Bacillaceae; Bacillus; Bacillus-megaterium
16 40 28 44 Bacteroidetes;Sphingobacteriia; Sphingobacteriales;Saprospiraceae;Haliscomenobacter;Haliscomenobacter-hydrossis
17 41 30 51 Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytophagaceae;Cytophaga;Cytophaga-hutchinsonii
18 41 98 12 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillales; Exiguobacterium;Exiguobacterium-sibiricum
19 44 31 46 Bacteroidetes; Sphingobacteriia; Sphingobacteriales; Sphingobacteriaceae;Solitalea;Solitalea-canadensis
20 45 42 54 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-hydrothermalis
21 46 32 31 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Pseudovibrio;Pseudovibrio-sp.-FO-BEG1
22 46 23 33 Cyanobacteria;Cyanobacteria;Oscillatoriales;Oscillatoriales; Oscillatoria;Oscillatoria-nigro-viridis
23 47 38 52 Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytophagaceae;Runella;Runella-slithyformis
24 47 33 47 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae;Clostridium;Clostridium-botulinum
25 47 33 36 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus-sp.-Y412MC10
26 48 32 45 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Dickeya;Dickeya-zeae
27 48 33 37 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales; Enterobacteriaceae;Erwinia;Erwinia-billingiae
28 48 33 37 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Methylococcales;Methylococcaceae;Methylomonas;Methylomonas-methanica
29 52 35 42 Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Hahellaceae; Hahella;Hahella-chejuensis
30 54 45 45 Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Raoultella;Raoultella-ornithinolytica
31 54 42 38 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Enterobacter;Enterobacter-sp.-R4-368
32 55 38 64 Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Porphyromor ;Barr ;Barr \testinihominis
33 55 49 44 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Yokenella;Yokenella-regensburgei
34 56 49 55 spirochaetes;Spirochaetia; Spirochaetia;Leptospiraceae; Tumeriella; Turneriella-parva
35 56 43 39 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae-bacterium-strain-FGI-57
36 57 44 55  Actinobacteria;Coriobacteriia;Eggerthellales; Eggerthellaceae;Eggerthella;Eggerthella-sp.-Y Y7918
37 57 45 42 Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Alteromonadales; Shewanellaceae;Shewanella;Shewanella-loihica
38 57 175 47 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Advenella;Advenella-kashmirensis
39 58 45 41  Proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Desulfobacteraceae; Desulfatibacillum;Desulfatibacillum-alkenivorans
40 58 48 58  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Methylococcales; Methylococcaceae;Methylomicrobium; Methylomicrobium-alcaliphilum
41 59 43 59 Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytophagaceae; Spirosoma;Spirosoma-linguale
42 59 47 58 Bacteroidetes;Flavobacteriia;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Robiginitalea;Robiginitalea-biformata
43 60 77 54 proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Serratia;Serratia-odorifera
44 60 43 39  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Citrobacter; Citrobacter-koseri
45 61 46 47 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Citrobacter;Citrobacter-rodentium
46 61 50 50 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus-sp.-HGF7
47 61 51 47 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter-aerogenes
48 61 45 48 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae; Subdoligranulum;Subdoligranulum-sp.-4_3_54A2FAA
49 62 73 39  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales; Pseudomonadaceae;Cellvibrio; Cellvibrio-japonicus
50 62 52 58 Archaea;Euryarchaeota;Methanomicrobia;Methanocellales;Methanocellaceae;Methanocella;Methanocella-arvoryzae
51 63 48 60  Firmicutes;Bacilli;Bacillales; Alicyclobacillaceae;Kyrpidia;Kyrpidia-tusciae
52 63 40 47 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Legionellales;Legionellaceae;Legionella;Legionella-longbeachae
53 64 57 35 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae;Mycobacterium;Mycobacterium-indicus-pranii
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54 64 110 38 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Serratia; Serratia-proteamaculans

55 64 58 48 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Haloarcula;Haloarcula-hispanica

56 65 46 55 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Pantoea; Pantoea-sp.-At-9b

57 67 45 47 Proteobacteria;Alphapr ia;Rhoc ales;Rhoc aceae;Roseobacter;Roseobacter-litoralis

58 68 48 53 Proteobacteria;Ganr p ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Escherichia;Escherichia-sp.-3_2_53FAA
59 69 46 47 Proteobacteria;Ganr p ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Klebsiella;Klebsiella-variicola

60 71 57 62 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-sp.

61 71 50 55  Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Bacillaceae;Geobacillus; Geobacillus-sp.-Y412MC61

62 72 59 50 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales;Natrialbaceae;Natronobacterium;Natronobacterium-gregoryi

63 72 56 49 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Lachnoclostridium;[Clostridium]-asparagiforme

64 72 53 55 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae;Aeromonas;Aeromonas-salmonicida

65 74 50 47 Proteobacteria;Ganr p ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Klebsiella;Klebsiella-pneumoniae

66 76 55 61 Proteobacteria;Gammapi ia;Al 1adales;Al Marinobacter;Marinobacter-adhaerens

67 76 62 84 ;Sphir iia;Sphingok i ;Sphingobacteriaceae;Sphingobacterium;Sphingobacterium-spiritivorum
68 76 56 67 Chloroflexi;Chloroflexia;Chloroflexales;Chloroflexaceae;Chloroflexus;Chloroflexus-sp.-Y-400-fl

69 76 55 62 Firmicutes;Bacilli;Bacillales; Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus-sp.-oral-taxon-786

70 78 56 74 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Halothiobacillaceae;Halothiobacillus; Halothiobacillus-neapolitanus
71 79 63 74 Proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales; Pelobacteraceae;Pelobacter;Pelobacter-carbinolicus

72 79 51 59  Firmicutes;Bacilli;Bacillales; Bacillaceae;Geobacillus;Geobacillus-sp.-JF8

73 79 55 64 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Cronobacter;Cronobacter-sakazakii

74 81 54 72 Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae;Prevotella;Prevotella-dentalis

75 81 50 69 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae; Ruminiclostridium;[Clostridium]-leptum

76 82 61 67 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales;Geobacteraceae;Geobacter;Geobacter-lovieyi

77 82 68 89 Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae;Alistipes; Alistipes-putredinis

78 83 69 81  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Methylophilales;Methylophilaceae;Methylovorus;Methylovorus-sp.-MP688

79 83 54 62 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Anaerotruncus;Anaerotruncus-colihominis

80 84 60 83 Fusobacteria;Fusobacteriia;Fusobacteriales;Leptotrichiaceae;Leptotrichia; Leptotrichia-hofstadii

81 85 72 45 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-marinum

82 85 65 64 Chloroflexi;Chloroflexia;Chloroflexales;Chloroflexaceae;Chloroflexus;Chloroflexus-aggregans

83 86 63 60  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Pandoraea;Pandoraea-pnomenusa

84 86 69 64 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Oxalobacteraceae;Janthinobacterium;Janthinobacterium-sp.-Marseille
85 86 58 72 Chioroflexi;Anaerolineae;Anaerolineales; Anaerolineaceae;Anaerolinea; Anaerolinea-thermophila

86 88 65 84 Fimmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae; Subdoligranulum;Subdoligranulum-variabile

87 88 78 68 Archaea;Euryarchaeota;Methanomicrobia;Methanosarcinales;Methanosaetaceae; Methanosaeta;Methanosaeta-harundinacea
88 88 66 67  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Halorhabdus;Halorhabdus-utahensis

89 88 67 72 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales;Geobacteraceae;Geobacter;Geobacter-daltonii

90 88 70 66 Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae; Plautia-stali-symbiont
91 89 67 58 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Roseobacter;Roseobacter-denitrificans

92 89 70 65 Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Planctopirus;Planctopirus-limnophila

93 90 60 72 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Lautropia; Lautropia-mirabilis

94 90 67 61  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales;Natrialbaceae;Natrialba;Natrialba-magadii

95 90 55 46 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter-sp.-638

96 91 71 72 Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae;Alistipes; Alistipes-indistinctus

97 91 75 83 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Acidithiobaci cidithiobacil :Acidithiobacillus; Acidithiobacillus-ferrooxidans
98 91 65 86 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Al 1adales;Alteromor ;Marinobacter;Marinobacter-hydrocarbonoclasticus
99 93 72 80 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Desulfobacteraceae; Desulfococcus; Desulfococcus-oleovorans
100 94 76 81  Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella;Collinsella-tanakaei
101 95 82 61 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Halalkalicoccus;Halalkalicoccus-jeotgali
102 95 70 80 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Parvularculales;Parvularculaceae;Parvularcula;Parvularcula-bermudensis
103 96 70 79 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Siccibacter;Siccibacter-turicensis
104 96 88 58 Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-viscosus
105 97 71 79 Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Rhodopirellula;Rhodopirellula-baltica
106 97 78 70 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Faecalibacterium;Faecalibacterium-prausnitzii-
107 99 78 85 Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Veillonellaceae;Selenomonas; Selenomonas-infelix
108 100 72 83 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Phaeobacter;Phaeobacter-inhibens
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109 101 78 79  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Edwardsiella; Edwardsiella-piscicida
110 101 77 74 Archaea;Euryarchaeota;Methanomicrobia;Methanocellales; Methanocellaceae;Methanocella;Methanocella-paludicola
111 101 81 71 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales;Natrialbaceae;Natrinema;Natrinema-sp.-J7-2
112 101 69 90 Proteobacteria;Ganr p ia;Al 1adales;Ferrimonadaceae;Ferrimonas;Ferrimonas-balearica
113 101 63 101 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Sutterellaceae;Parasutterella;Parasutterella-excrementihominis
114 102 73 82 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae;Aeromonas;Aeromonas-veronii
115 102 92 55 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae;Mycobacterium; Mycobacterium-ulcerans
116 103 80 82 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Ethanoligenens;Ethanoligenens-harbinense
117 103 92 83 Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae; Thermus; Thermus-oshimai
118 104 285 102 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales; Moraxellaceae;Acinetobacter;Acinetobacter-sp.-ADP1
119 104 84 65 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Amycolicicoccus;Amycolicicoccus-subflavus
120 105 85 119 phir iia;Sphingok i phingobacteriaceae;Pedobacter;Pedobacter-heparinus
121 105 60 92 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Gallionellales;Gallionellaceae;Gallionella;Gallionella-capsiferriformans
122 106 86 76 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Halorhabdus;Halorhabdus-tiamatea
123 106 97 59 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-sp.-MOTT36Y
124 108 69 115  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Neisseriaceae; Neisseria;Neisseria-meningitidis
125 109 100 66 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Mycobacterium;Mycobacterium-intracellulare
126 110 71 88 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Acetobacteraceae; Komagataeibacter;Komagataeibacter-medellinensis
127 110 70 88 Cyanobacteria;Cyanobacteria;Chroococcales;Chroococcales;Synechococcus;Synechococcus-sp.-RCC307
128 111 82 64 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Natronomonas;Natronomonas-moolapensis
129 112 85 93 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae;Bilophila; Bilophila-wadsworthia
130 113 82 81 Actinobacteria;Coriobacteriia;Eggerthellales;Eggerthellaceae;Slackia; Slackia-heliotrinireducens
131 115 88 80 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Rothia;Rothia-mucilaginosa
132 119 100 102  Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae; Bifidobacterium;Bifidobacterium-animalis
133 120 26 24 proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Acinetobacter;Acinetobacter-johnsonii
134 122 105 92 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Haloferacales; Haloferacaceae; Halorubrum;Halorubrum-lacusprofundi
135 122 100 110  spirochaetes;Spirochaetia; Spirochaetales; Spirochaetaceae; Spirochaeta; Spirochaeta-thermophila
136 123 99 79 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Corynebacteriaceae; Corynebacterium;Corynebacterium-pseudogenitalium
137 124 80 100 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Acidithic l cidithiobacil Acidithiobacillus;Acidithiobacillus-caldus
138 125 101 70 n;n;Thermobaculum;Thermobaculum;Thermobaculum; Thermobaculum-terrenum
139 126 112 122 Bacteroidetes;Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae;Alistipes; Alistipes-finegoldii
140 127 116 104  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales; Halobacteriaceae;Halomicrobium; Halomicrobium-mukohataei
141 127 103 125  Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytopt ;Fibrella;Fibrell tuarina
142 127 88 96  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-mallei
143 128 97 105  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Gammaproteobacteria; Gammaproteobacteria;Simiduia; Simiduia-agarivorans
144 128 117 85 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-jeikeium
145 129 113 92 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales; Natrialbaceae;Natrinema; Natrinema-pellirubrum
146 129 97 104  proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfobacterales; Desulfobulbaceae; Desulfurivibrio; Desulfurivibrio-alkaliphilus
147 129 103 92 peinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae; Thermus; Thermus-scotoductus
148 130 93 92 Synergistetes; Synergistia; Synergistales; Synergistaceae;Synergistes; Synergistes-sp.-3_1_synl
149 131 100 95  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales; Natrialbaceae; Halovivax; Halovivax-ruber
150 132 101 96  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-sp.-CCGE1001
151 134 98 108  Archaea;Euryarchaeota;Methanomicrobia;Methanomicrobiales;Methanomicrobiaceae;Methanoculleus;Methanoculleus-bourgensis
152 134 92 93 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Ruegeria;Ruegeria-sp.-TM1040
153 135 98 94 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales; Flavonifractor; Flavonifractor-plautii
154 135 99 114 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae; Granulibacter;Granulibacter-bethesdensis
155 136 84 55 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Arthrobacter; Arthrobacter-arilaitensis
156 136 115 123 Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Selenomonas;Selenomonas-noxia
157 136 127 87 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-tuberculosis
158 137 95 126 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Candidatus-Symbiobacter;Candidatus-Symbiobacter-mobilis
159 138 120 81 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-urealyticum
160 139 104 118  Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae;Alistipes;Alistipes-shahii
161 145 116 135  Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Veillonellaceae;Selenomonas; Selenomonas-sp.-oral-taxon-149
162 145 258 93 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Serratia; Serratia-plymuthica
163 145 107 128  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Methylophilales;Methylophilaceae;Methylobacillus; Methylobacillus-flagellatus
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164 145 133 38 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-pratensis

165 145 78 97  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales; Neisseriaceae;Neisseria; Neisseria-shayeganii

166 146 124 120  Firmicutes;Clostridia;Clostridiales; Peptococcaceae;Candidatus-Desulforudis; Candidatus-Desulforudis-audaxviator
167 146 103 106 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Paracoccus;Paracoccus-aminophilus

168 150 119 107 Archaea;Euryarchaeota;H: ia;Natri Natri Haloterrigena;Haloterrigena-turkmenica

169 151 119 117 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Syntrophobacterales; Syntrophobacteraceae; Syntrophobacter; Syntrophobacter-fumaroxidans
170 151 113 94 Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium;Bifidobacterium-longum

171 152 126 117 Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Coriobacterium;Coriobacterium-glomerans

172 152 121 109  Actinobacteria;Actinobacteria; Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces; Actinomyces-sp.-oral-taxon-180

173 153 120 106  Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae; Meiothermus; Meiothermus-silvanus

174 153 117 134 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae; Gluconobacter; Gluconobacter-oxydans

175 154 116 115 Proteobacteria;Epsilonpi ia;Nautiliales;Nautili ;Nautilia;Nautilia-profundicola

176 155 197 115 Proteobacteria;Ganr p ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Serratia;Serratia-marcescens

177 155 108 121 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-sp.-2_1_26
178 155 99 124 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Cardiobacteriales;Cardiobacteriaceae;Cardiobacterium;Cardiobacterium-valvarum
179 155 120 117  Deinococcus-Thermus; Deinococci; Deinococcales; Deinococcaceae; Deinococeus; Deinococcus-deserti

180 158 119 130  Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae; Selenomonas; Selenomonas-sp.-oral-taxon-137

181 160 142 89  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-abscessus

182 160 95 114  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae; Oceanimonas;Oceanimonas-sp.-GK1

183 162 144 86 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-terpenotabidum
184 162 120 114 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Jannaschia;Jannaschia-sp.-CCS1

185 164 127 144 Chlorobi;Chlorobia;Chlorobiales;Chlorobiaceae;Pelodictyon;Pelodictyon-luteolum

186 165 131 95 Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-urogenitalis

187 165 121 114 Actinobacteria;Coriobacteriia;Eggerthellales;Eggerthellaceae;Slackia; Slackia-exigua

188 165 132 133 Deinococcus-Thermus; Deinococci; Thermales; Thermaceae; Thermus; Thermus-sp.-CCB_US3_UF1

189 166 133 143 proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfomicrobiaceae; Desulfomicrobium; Desulfomicrobium-baculatum
190 167 126 117  Deinococcus-Thermus;Deinococci; Deinococcales; Deinococcaceae; Deinococcus; Deinococcus-proteolyticus

191 168 121 97 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Corynebacteriaceae; Corynebacterium;Corynebacterium-efficiens
192 168 139 151 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfob: ;Desulfobt ;Desulfobulbus; Desulfobulbus-propionicus
193 169 122 124 Firmicutes;BacilliBacillales;Paenibacillaceae;Paenibacillus;Paenibacillus-mucilaginosus

194 169 133 147  Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae;Faecalibacterium; Faecalibacterium-prausnitzii

195 170 133 112  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Beijerinckia; Beijerinckia-indica

196 170 134 105  Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-848

197 172 114 166  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Cardiobacteriales;Cardiobacteriaceae;Cardiobacterium; Cardiobacterium-hominis
198 173 127 136  cyanobacteria;Cyanobacteria;Oscillatoriales; Oscillatoriales; Geitlerinema;Geitlerinema-sp.-PCC-7407

199 174 133 145 Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales; Coriobacteriaceae;Collinsella;Collinsella-aerofaciens

200 175 141 127  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales;Natrialbaceae; Halopiger; Halopiger-xanaduensis

201 178 122 135  Pproteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-gigas

202 178 140 119  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-lipophiloflavum
203 179 147 138  Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella;Collinsella-intestinalis

204 179 166 114 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Segniliparaceae;Segniliparus;Segniliparus-rotundus

205 180 142 144 planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Rubinisphaera;Rubinisphaera-brasiliensis

206 180 127 125 Synergistetes;Synergistia; Synergistales; Synergistaceae; Syr ynerg bacterium

207 180 157 119  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Rhizobiaceae;Agrobacterium;Agrobacterium-vitis

208 183 123 162  proteobacteria;Betaproteobacteria;Nei Neisseriaceae;Neisseria;Neisseria-bacilliformis

209 183 131 137  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae; Ketogulonicigenium;Ketogulonicigenium-vulgare
210 186 91 916  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Acinetobacter;Acinetobacter-pitti

211 188 133 145 Chloroflexi;Chloroflexia;Chloroflexales;Roseif eae;Roseiflexus;Roseiflexus-castenholzii

212 192 158 157 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales;Geobacteraceae;Geobacter;Geobacter-uraniireducens

213 195 146 142 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-sp.-KJ006

214 197 159 135 Archaea;Euryarchaeota;Halc ia;Natri Natri eae;Salinarchaeum;Salinarchaeum-sp.-Harcht-Bsk1

215 200 151 174 Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Centipeda; Centipeda-periodontii

216 200 146 200 Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Caulobacterales;Caulobacteraceae;Asticcacaulis; Asticcacaulis-excentricus

217 201 153 137  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Haloferacales;Haloferacaceae;Haloferax;Haloferax-volcanii

218 202 169 129 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium-avidum
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219 202 237 139  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Klebsiella; Klebsiella-oxytoca
220 205 153 181  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales; Ectothiorhodospiraceae; Spiribacter;Spiribacter-salinus
221 205 145 163  Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-piger
222 205 153 149 Deinococcus-Thermus;Deinococci; Deinococcales; Deinococcaceae;Deinococcus; Deinococcus-peraridilitoris
223 205 158 152 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-syringae
224 205 149 156 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Aeromonadales;Aeromonadaceae;Aeromonas;Aeromonas-hydrophila
225 207 143 164 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Bordetella;Bordetella-avium
226 209 162 117  Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-175
227 210 145 169  Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae;Desulfovibrio; Desulfovibrio-vulgaris
228 210 201 114 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Mycobacterium;Mycobacterium-sp.-JLS
229 211 186 136  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-kansasii
230 211 172 130 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-variabile
231 212 107 43 Proteobacteria;Ganr p ia;Er iales;Enterobacteriaceae;Serratia;Serratia-liquefaciens
232 212 168 125 Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium;Bifidobacterium-bifidum
233 215 164 199 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales; Pseudoflavonifractor;Pseudoflavonifractor-capillosus
234 215 167 60  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Arthrobacter; Arthrobacter-aurescens
235 216 148 420  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Moraxellaceae;Acinetobacter;Acinetobacter-baumannii
236 216 151 159  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae; Leisingera; Leisingera-methylohalidivorans
237 216 150 148 Chloroflexi;Chloroflexia;Chloroflexales;Roseif eae;Roseiflexus;Roseiflexus-sp.-RS-1
238 219 153 153 Chloroflexi;Caldilineae;Caldilineales;Caldilineaceae;Caldilinea;Caldilinea-aerophila
239 219 188 160 Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Atopobiaceae;Olsenella;Olsenella-uli
240 220 198 214 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-africanus
241 223 179 178 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-magneticus
242 224 157 194 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-rhizoxinica
243 226 167 120 Actinobacteria;Actinobacteria; Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.
244 227 449 135  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Rhodococcus; Rhodococcus-erythropolis
245 229 182 184  synergistetes;Synergistia; Synergistales; Synergistaceae;Pyramidobacter;Pyramidobacter-piscolens
246 231 189 118 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionik i Propioni i Propionibacterium;Propionibacterium-propionicum
247 232 177 190 Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Selenomonas;Selenomonas-sp.-F0473
248 234 187 153 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-maris
249 236 176 155  Actinobacteria;Coriobacteriia; Eggerthellales; Eggerthellaceae;Gordonibacter;Gordonibacter-pamelacae
250 236 154 170  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales; Oxalobacteraceae;Herminiimonas; Herminiimonas-arsenicoxydans
251 241 172 201  Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-170
252 241 840 532 Bacteroidetes;Flavobacteriia;Flavobacteriales; Flavobacteriaceae;Chryseobacterium;Chryseobacterium-gleum
253 241 166 128  Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-448
254 241 190 165  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae;Acidiphilium; Acidiphilium-cryptum
255 242 168 194 Dpeinococcus-Thermus; Deinococci; Deinococcales; Deinococcaceae; Deinococcus; Deinococcus-geothermalis
256 245 172 165  Deinococcus-Thermus; Deinococci; Thermales; Thermaceae; Meiothermus; Meiothermus-ruber
257 254 196 197  Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales; Geobacteraceae; Geobacter; Geobacter-metallireducens
258 255 211 204 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-phytofirmans
259 256 198 192  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae; Burkholderia;Burkholderia-sp.-CCGE1003
260 257 118 77 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Pusillimonas;Pusillimonas-sp.-T7-7
261 258 176 197  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiales; Thiomonas; Thiomonas-arsenitoxydans
262 259 245 446 Bacteroidetes;Sphingobacteriia; Sphingot Chitinopt Ni :Niastella-koreensis
263 260 211 248 chlorobi;Chlorobia;Chlorobiales;Chlorobiaceae;Chlorobaculum;Chlorobaculum-parvum
264 260 178 208  proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Ralstonia;Ralstonia-sp.-5_7_47FAA
265 261 191 245 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales;Acidobacteriaceae; Terriglobus; Terriglobus-saanensis
266 261 208 192 Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae; Thermus; Thermus-thermophilus
267 261 240 193 Planctomycetes;Planctomycetia; Planctomycetales;Planctomyc ;Isosphaera;lsosphaera-pallida
268 264 197 216 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales; Alcanivoracaceae;Alcanivorax;Alcanivorax-dieselolei
269 266 222 146 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Gordoniaceae;Gordonia;Gordonia-bronchialis
270 266 241 147 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Brucellaceae;Ochrobactrum;Ochrobactrum-anthropi
271 267 219 182  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Brucellaceae; Brucella; Brucella-suis
272 270 189 215 Pproteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales;Geobacteraceae;Geobacter; Geobacter-bemidjiensis
273 270 180 181  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae; Bordetella;Bordetella-bronchiseptica
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274 271 198 201 Planctomycetes;Planctomycetia;Planctomycetales;Planctomycetaceae;Pirellula;Pirellula-staleyi
275 272 224 214 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-phenoliruptrix
276 274 177 251 Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Sulfuricellales; Sulfuricellaceae; Sulfuricella; Sulfuricella-denitrificans
277 275 237 192 Actinobacteria;Actinobacteria;Acidothermales;Acidothermaceae;Acidothermus;Acidothermus-cellulolyticus
278 275 223 163 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Segniliparaceae; Segniliparus;Segniliparus-rugosus
279 275 194 260 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Hyphomonadaceae;Hyphomonas;Hyphomonas-neptunium
280 276 238 179 Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Atopobiaceae;Olsenella;Olsenella-sp.-oral-taxon-809
281 276 203 235 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales; Geobacteraceae; Geobacter;Geobacter-sulfurreducens
282 279 247 154 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Gordoniaceae; Gordonia;Gordonia-polyisoprenivorans
283 280 208 203 Actinobacteria;Coriobacteriia;Eggerthellales;Eggerthellaceae;Eggerthella;Eggerthella-lenta
284 280 136 205  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Alphaproteobacteria;Alphaproteobacteria;Micavibrio;Micavibrio-aeruginosavorus
285 281 228 230 Cyanobacteria;G ia;Gloec (¢ ales;Gloeobacter;Gloeobacter-kilaueensis
286 290 217 227 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales; Pelobacteraceae;Pelobacter;Pelobacter-propionicus
287 294 234 187 Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-178
288 296 220 251 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae; Desulfovibrio; Desulfovibrio-aespoeensis
289 297 231 250  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Chromatiaceae; Thiocystis; Thiocystis-violascens
290 298 286 184  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Mycobacterium; Mycobacterium-yongonense
291 299 249 242 cyanobacteria;Gloeobacteria;Gloeobacterales; Gloeobacterales; Gloeobacter;Gloeobacter-violaceus
292 301 228 211  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae;Comamonas;Comamonas-testosteroni
293 301 169 337 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae; Taylorella; Taylorella-asinigenitalis
294 301 198 219 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Rhodoferax;Rhodoferax-ferrireducens
295 303 213 252 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Dechloromonas;Dechloromonas-aromatica
296 304 232 233 Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales;Veillonellaceae;Selenomonas;Selenomonas-sputigena
297 319 268 182  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Nocardia;Nocardia-brasiliensis
298 319 229 258 proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Ectothiorhodospiraceae;Spiribacter;Spiribacter-sp.-UAH-SP71
299 322 230 245 proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae; Pseudomonas;Pseudomonas-mendocina
300 324 245 186  Actinobacteria;Actinobacteria; Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-odontolyticus
301 324 245 263 Deinococcus-Thermus;Deinococci;Deinococcales;Deinococcaceae; Deinococcus;Deinococcus-radiodurans
302 325 245 326 Acidobacteria;Acidobacteria;Acidobacteria;Acidobacteria; Chloracidobacterium;Chloracidobacterium-thermophilum
303 326 270 314 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales;Acidobacteriaceae;Granulicella;Granulicella-tundricola
304 327 232 269  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Halomonadaceae;Halomonas;Halomonas-elongata
305 327 270 199  Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales; Propionibacteriaceae; Propionibacterium;Propionibacterium-freudenreichii
306 329 235 263 Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Sutterellaceae;Sutterella;Sutterella-wadsworthensis
307 329 259 158  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae;Corynebacterium;Corynebacterium-halotolerans
308 332 264 201  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales;Nocardiopsaceae; Thermobifida; Thermobifida-fusca
309 333 219 299  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Hyphomonadaceae; Maricaulis;Maricaulis-maris
310 337 264 278 proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-phymatum
311 338 271 176  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptosporangiales;Nocardiopsaceae;Nocardiopsis;Nocardiopsis-alba
312 339 349 194 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Gordoniaceae; Gordonia;Gordonia-sp.-KTR9
313 339 235 218  Actinobacteria;Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae;Bifidobacterium:Bifidobacterium-adolescentis
314 342 309 177  Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae;Salinispora; Salinispora-arenicola
315 345 237 271  proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiales; Thiomonas; Thiomonas-intermedia
316 347 237 233 Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-fluorescens
317 347 234 273 proteobacteria;Betaproteobacteria; Nei Chromobacteriaceae;Laribacter;Laribacter-hongkongensis
318 347 266 288 Firmicutes;Bacilli;Bacillales;Alicyclobacillaceae;Alicyclobacillus;Alicyclobacillus-acidocaldarius
319 349 219 165  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-sp.-VLB120
320 350 245 260  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Ruegeria;Ruegeria-pomeroyi
321 350 190 389 Archaea; Thaumarchaeota;Nitrososphaeria;Nitrososphaerales;Nitrososphaeraceae;Nitrososphaera;Candidatus-Nitrososphaera-gargensis
322 351 315 182 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus-jostii
323 354 318 203 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-parascrofulaceum
324 359 319 207 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales; Micromonosporaceae;Salinispora; Salinispora-tropica
325 359 328 165 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae; Micromonospora; Micromonospora-aurantiaca
326 363 214 178  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae; Enterobacter;Enterobacter-asburiae
327 367 302 259  cyanobacteria;Cyanobacteria;Chroococcales;Chroococcales;Cyanobium;Cyanobium-gracile
328 369 308 297  proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-xenovorans
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329 370 240 316  Nitrospirae;Nitrospira;Nitrospirales; Nitrospiraceae;Nitrospira; Candidatus-Nitrospira-defluvii
330 371 309 207 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Nocardia;Nocardia-cyriacigeorgica
331 373 280 298 n;n;Candidatus-Methylomirabilis;Candidatus-Methylomirabilis;Candidatus-Methylomirabilis; Candidatus-Methylomirabilis-oxyfera
332 374 251 289 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Oceanospirillales;Halomonadaceae;Chromohalobacter;Chromohalobacter-salexigens
333 377 343 224 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-sp.-JDM601
334 377 271 313 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales;Geobacteraceae;Geobacter;Geobacter-sp.-M21
335 378 430 271 Flavc iia;Flavot i Flavobacteriaceae;Flavobacterium;Flavobacterium-johnsoniae
336 379 342 174 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-rapamycinicus
337 383 323 193 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Tsukamurellaceae; Tsukamurella; Tsukamurella-paurometabola
338 385 272 272 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae; Dinoroseobacter; Dinoroseobacter-shibae
339 386 352 205  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Nocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus-opacus
340 386 290 343 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales; Acidobacteriaceae; Terriglobus; Terriglobus-roseus
341 386 333 201 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-violaceusniger
342 389 355 240 Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales; Frankiaceae;Frankia; Frankia-sp.-Ccl3
343 391 225 269 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Acidovorax;Acidovorax-ebreus
344 391 316 307  Bacteroidetes;Bacteroidetes;Bacteroidetes-Order-l1 -Incertae-sedis;Rhodothermaceae; Salinibacter; Salinibacter-ruber
345 394 270 264  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-poae
346 401 338 210 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Propionibacteriaceae;Propionibacterium;Propionibacterium-acidipropionici
347 405 277 310 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Sutterellaceae;Sutterella; Sutterella-parvirubra
348 406 306 266 Chloroflexi; Thermomicrobia; Thermomicrobiales; Thermomicrobiaceae; Thermomicrobium; Thermomicrobium-roseum
349 407 287 272 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-sp.-TKP
350 408 234 281 Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae;Catenibacterium;Catenibacterium-mitsuokai
351 412 308 328 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfarculales; Desulfarculaceae; Desulfarculus; Desulfarculus-baarsii
352 414 273 322 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Ralstonia; Ralstonia-pickettii
353 418 307 301  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-lata
354 419 348 335  Fimicutes;Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae; Mitsuokella; Mitsuokella-multacida
355 422 323 399  Fimicutes;Clostridia;Clostridiales;Heliobacteriaceae;Heliobacterium;Heliobacterium-modesticaldum
356 431 435 224 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-neoaurum
357 437 299 315 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter;Rhodobacter-capsulatus
358 438 363 407 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales;Acidobacteriaceae;Granulicella;Granulicella-mallensis
359 438 378 219  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-bingchenggensis
360 443 323 324 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-ambifaria
361 445 310 266  proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae; Delftia; Delftia-acidovorans
362 452 207 248 proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Frateuria;Frateuria-aurantia
363 453 334 356  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae;Rhodospirillum;Rhodospirillum-rubrum
364 455 379 236 Actinobacteria;Actinobacteria;Glycomycetales; Glycomyc :Stackebrandtia; Stackebrandtia-nassauensis
365 455 324 349  proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-sp.-RPE64
366 456 421 274 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-avium
367 457 337 376  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae; Gluconacetobacter; Gluconacetobacter-diazotrophicus
368 457 384 248 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Rhodococcus; Rhodococcus-pyridinivorans
369 458 309 282 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Bordetella;Bordetella-parapertussis
370 460 376 346  Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae; Marinithermus; Marinithermus-hydrothermalis
371 463 321 299  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae;Chelativorans;Chelativorans-sp.-BNC1
372 464 3901 350  Proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-sp.-CCGE1002
373 465 414 127  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Pantoea; Pantoea-vagans
374 466 340 380  Proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfuromonadales; Geobacteraceae;Geobacter; Geobacter-sp.-M18
375 471 345 419  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Methylococcales; Methylococcaceae;Methylococcus; Methylococcus-capsulatus
376 473 365 368 Deinococcus-Thermus;Deinococci;Deinococcales; Deinococcaceae;Deinococcus;Deinococcus-gobiensis
377 480 384 353 Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae;Collinsella;Collinsella-stercoris
378 482 369 211 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Kocuria;Kocuria-rhizophila
379 482 308 401 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Gallionellales;Gallionellaceae; Sideroxydans;Sideroxydans-lithotrophicus
380 482 347 285  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Sinorhizobium;Sinorhizobium-medicae
381 484 443 291  Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales; Frankiaceae;Frankia;Frankia-symbiont-of-Datisca-glomerata
382 485 502 265  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-vanbaalenii
383 486 291 244 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter,Enterobacter-cancerogenus
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384 488 332 382  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales; Ectothiorhodospiraceae;Alkalilimnicola;Alkalilimnicola-ehrlichii

385 488 469 278 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae;Mycobacterium;Mycobacterium-sp.-MCS

386 490 376 367  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-cenocepacia

387 493 314 345 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-fulva

388 500 372 565 Actinobacteria;Actinobacteria;Actinomycetales;Actinomycetaceae;Actinomyces;Actinomyces-sp.-oral-taxon-171

389 504 374 389 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Cupriavidus;Cupriavidus-metallidurans

390 512 390 368 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-cepacia

391 523 410 393 Deinococcus-Thermus;Deinococci;Deinococcales; Trueperaceae; Truepera; Truepera-radiovictrix

392 524 415 407  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-sp.-Y123

393 529 483 324 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Corynebacteriaceae; Turicella; Turicella-otitidis

394 530 366 405 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Betaproteobacteria;Betaproteobacteria;Candidatus-Accumulibacter; Candidatus-Accumulibacter-phosphatis
395 534 404 426 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae; Rhodomicrobium;Rhodomicrobium-vannielii

396 535 475 372 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Rhizobium;Rhizobium-tropici

397 535 404 392 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Pelagibacterium;Pelagibacterium-halotolerans
398 537 507 292 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Mycobacteriaceae; Mycobacterium;Mycobacterium-chubuense

399 539 474 271  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Alcaligenaceae;Achromobacter;Achromobacter-piechaudii

400 540 411 301  Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales; Pseudonocardiaceae;Amycolatopsis; Amycolatopsis-orientalis

401 540 373 393 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-stutzeri
402 541 511 800  Bacteroidetes;Cytophagia;Cytophagales;Cytophagaceae;Dyadobacter; Dyadobacter-fermentans

403 547 406 218 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-griseus

404 550 354 219 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-fulvissimus

405 553 458 283 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptosporangiales;Nocardiopsaceae;Nocardiopsis;Nocardiopsis-dassonvillei

406 557 583 318 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium-rhodesiae

407 562 422 469  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Ectothiorhodospiraceae;Halorhodospira; Halorhodospira-halophila
408 570 444 474  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Hyphomicrobium;Hyphomicrobium-sp.-MC1

409 573 479 315  Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales; Frankiaceae;Frankia;Frankia-sp.-EAN1pec

410 581 451 424 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Beijerinckiaceae; Methylocella;Methylocella-silvestris

411 581 393 361 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-entomophila
412 582 384 457 Proteobacteria; Deltaproteobacteria;Myxococcales; Myxococcaceae;Myxococcus; Myxococcus-xanthus

413 583 416 427  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales; Pseudomonadaceae;Pseudomonas; Pseudomonas-resinovorans
414 590 596 314 Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Rhodococcus;Rhodococcus-equi

415 590 444 436  Proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-vietnamiensis

416 593 490 313 Actinobacteria;Actinobacteria;Catenulisporales;Catenulisporaceae; Catenulispora; Catenulispora-acidiphila

417 598 484 207  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Arthrobacter;Arthrobacter-sp.-Rue61a

418 602 486 331  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales;Nocardiaceae;Nocardia;Nocardia-farcinica

419 607 426 404 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionit iales;Propionit Propionibacterium;Propionibacterium-acnes
420 608 411 340  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Hyphomicrobium;Hyphomicrobium-denitrificans
421 613 480 278 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Dermabacteraceae;Brachybacterium;Brachybacterium-faecium

422 619 438 483 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Oxalobacteraceae;Collimonas;Collimonas-fungivorans

423 620 552 461  Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales; Acidimicrobiaceae; Acidimicrobium:Acidimicrobium-ferrooxidans

424 621 440 522 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae;Magnetospirillum;Magnetospirillum-gryphiswaldense
425 625 418 491  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales; Ectothiorhodospiraceae; Thioalkalivibrio; T hioalkalivibrio-sp.-K90mix
426 628 368 399  proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Xanthomonas; Xanthomonas-citri

427 628 449 471  Deinococcus-Thermus;Deinococci; Deinococcales; Deinococcaceae; Deinococcus; Deinococcus-maricopensis

428 629 430 469  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales; Pseudomonadaceae;Pseudomonas; Pseudomonas-denitrificans
429 629 530 313 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-cattleya

430 629 587 367  Actinobacteria;Actinobacteria;Corynebacteriales; Mycobacteriaceae;Mycobacterium; Mycobacterium-gilvum

431 640 464 451 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Azotobacter;Azotobacter-vinelandii

432 642 525 290 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-avermitilis

433 644 434 451 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Verminephrobacter;Verminephrobacter-eiseniae
434 645 426 428 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Bordetella;Bordetella-petrii

435 647 494 478  Firmicutes;Bacilli;Bacillales; Paenibacillaceae; Thermobacillus; Thermobacillus-composti

436 649 522 291  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-albus

437 649 542 592 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales;Acidobacteriaceae;Candidatus-Koribacter;Candidatus-Koribacter-versatilis
438 651 402 428 Pproteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Xanthomonas; Xanthomonas-oryzae
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439 653 562 279  Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales; Propionibacteriaceae;Microlunatus;Microlunatus-phosphovorus

440 657 556 384 Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales;Frankiaceae;Frankia;Frankia-alni

441 661 518 294 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Dermacoccaceae; Kytococcus;Kytococcus-sedentarius

442 664 586 203 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-sp.-PAMC26508
443 667 485 498 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-pseudomallei

444 667 572 325 Actinobacteria;Actinobacteria;Nakamurellales;Nakamurellaceae;Nakamurella;Nakamurella-multipartita

445 670 505 609 Acidobacteria;Acidobacteriia;Acidobacteriales; Acidobacteriaceae;Acidobacterium;Acidobacterium-capsulatum

446 672 471 627  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae;Pararhodospirillum;Pararhodospirillum-photometricum
447 677 573 301 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-collinus

448 683 428 558  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Azospira;Azospira-oryzae

449 685 523 390 Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae;Actinosynnema;Actinosynnema-mirum

450 688 564 372 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales; Micromonosporaceae;Actinoplanes;Actinoplanes-sp.-SE50/110
451 689 543 300 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-hygroscopicus

452 708 530 540 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Rhodospirillaceae;Magnetospirillum; Magnetospirillum-magneticum
453 708 431 247 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-sp.-SirexAA-E

454 710 485 591  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales; Ectothiorhodospiraceae; Thioalkalivibrio; Thioalkalivibrio-nitratireducens
455 724 511 611  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales; Chromatiaceae; Allochromatium;Allochromatium-vinosum

456 728 535 597  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhodobiaceae; Parvibaculum;Parvibaculum-lavamentivorans

457 729 578 476 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Rhizobiaceae;Agrobacterium; Agrobacterium-tumefaciens

458 731 463 548 Proteobacteria; Deltaproteobacteria;Myxococcales; Myxococcaceae;Myxococcus; Myxococcus-stipitatus

459 734 491 503 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Alcaligenaceae;Bordetella;Bordetella-pertussis

460 736 438 504 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Acidovorax; Acidovorax-sp.-JS42

461 739 570 529 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylocystaceae;Methylocystis;Methylocystis-sp.-SC2

462 744 480 569  Proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae;Acidovorax;Acidovorax-sp.-KKS102

463 744 525 540  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae; Paracoccus;Paracoccus-denitrificans

464 745 625 390 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae;Actinoplanes;Actinoplanes-missouriensis
465 746 612 662  Acidobacteria;Solibacteres;Solibacterales; Solibacteraceae;Candidatus-Solibacter;Candidatus-Solibacter-usitatus

466 748 553 564 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-multivorans

467 752 489 601 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Nei: i Chromobacteriaceae;Chromobacterium;Chromobacterium-violaceum
468 757 622 388  Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae;Actinoplanes; Actinoplanes-sp.-N902-109
469 761 632 380  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales;Streptomycetaceae; Kitasatospora;Kitasatospora-setae

470 762 638 551  Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Symbiobacteriaceae;Symbiobacterium; Symbiobacterium-thermophilum

471 765 478 489  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Xanthomonas; Xanthomonas-fuscans
472 766 562 569  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Alcaligenaceae;Burkholderia;Burkholderia-thailandensis

473 778 480 582  proteobacteria;Deltaproteobacteria; Myxococcales;Myxococcaceae; Myxococcus; Myxococcus-fulvus

474 778 568 342 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-scabiei

475 783 552 639  Bacteroidetes;Bacteroidetes;Bacteroidetes-Order-ll.-Incertae-sedis; Rhodothermaceae;Rhodothermus; Rhodothermus-marinus
476 786 521 577  proteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae;Polaromonas; Polaromonas-sp.-JS666

477 788 496 519  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae;Polaromonas;Polaromonas-naphthalenivorans
478 791 530 688  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Chromatiales;Ectothiorhodospiraceae; Thioalkalivibrio; Thioalkalivibrio-sulfidiphilus
479 793 656 467  Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae; Saccharothrix; Saccharothrix-espanaensis
480 795 688 448  Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae;Amycolatopsis;Amycolatopsis-mediterranei
481 796 591 790  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae;Rhizobium;Rhizobium-sp.

482 797 691 409 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae; Verrucosispora;Verrucosispora-maris

483 797 645 415  Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales;Micromonosporaceae;Actinoplanes;Actinoplanes-friuliensis

484 801 725 559  planctomycetes;Planctomycetia; Planctomycetales;Planctomycetaceae; Singulisphaera; Singulisphaera-acidiphila

485 808 584 612 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae; Tistrella; Tistrella-mobilis

486 817 666 409 Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae;Saccharopolyspora;Saccharopolyspora-erythraea
487 823 598 632 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-glumae

488 824 579 495 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae; Delftia; Delftia-sp.-Cs1-4

489 827 728 471 Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales; Frankiaceae;Frankia; Frankia-sp.-Eullc

490 830 763 329  Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-coelicolor

491 831 440 585  Pproteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Cystobacteraceae; Stigmatella;Stigr -aurantiaca

492 833 610 599  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Hyphomicrobiaceae;Hyphomicrobium;Hyphomicrobium-nitrativorans
493 835 714 413 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptosporangiales; Streptosporangiaceae; Streptosporangium;Streptosporangium-roseum
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494 853 622 652 Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Chromatiales; Chromatiaceae; Thioflavicoccus; Thioflavicoccus-mobilis

495 855 756 546  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Afipia;Afipia-felis

496 858 563 665  Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Myxococcaceae; Corallococcus;Corallococcus-coralloides

497 859 638 631 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae; Acidiphilium;Acidiphilium-multivorum

498 865 581 599 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter;Rhodobacter-sphaeroides
499 866 677 371 Actinobacteria;Actinobacteria; Mi angui anguibacter; Sanguibacter-keddieii

500 868 700 382 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-davawensis

501 884 973 922 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae;Burkholderia;Burkholderia-gladioli

502 908 733 421 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Dermacoccaceae; Dermacoccus;Dermacoccus-sp.-Ellin185

503 910 586 694 proteobacteria;Betaproteobacteria;Neisseriales;Chromobacteriaceae;Pseudogulbenkiania;Pseudogulbenkiania-sp.-NH8B
504 914 700 643 Deinococcus-Thermus;Deinococci; Thermales; Thermaceae;Oceanithermus;Oceanithermus-profundus

505 942 720 897 Verrucomicrobia;Opitutae;Opitutales; Opitutaceae; Opitutus; Opitutus-terrae

506 944 539 537 Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Xanthomonas; Xanthomonas-albilineans
507 961 811 440 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Beutenbergiaceae;Beutenbergia;Beutenbergia-cavernae

508 965 705 385 Actinobacteria;Actinobacteria;Kineosporiales;Kineosporiaceae;Kineococcus;Kineococcus-radiotolerans

509 968 766 713 Fimicutes;Clostridia; Clostridiales;Clostridiales-Family-XVIl -Incertae-Sedis; Thermaerobacter; Thermaerobacter-marianensis
510 970 831 721 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae;Rhizobium;Rhizobium-etl

511 970 723 462 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Micrococcus; Micrococcus-luteus

512 975 802 482 Actinobacteria;Actinobacteria; Streptosporangiales; Thermomonosporaceae; Thermomonospora; Thermomonospora-curvata
513 981 710 731 Proteobacteria; Deltaproteobacteria; M ;Anaeromyxot ;Anaeromyxobacter;Anaeromyxobacter-dehalogenans
514 988 888 648 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Afipia;Afipia-broomeae

515 995 595 557 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Oxalobacteraceae;Herbaspirillum;Herbaspirillum-seropedicae

516 996 859 693 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae;Rhizobium;Rhizobium-leguminosarum

517 1005 570 440  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter;Enterobacter-hormaechei
518 1007 654 778  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Ralstonia; Ralstonia-solanacearum

519 1024 664 459 Actinobacteria;Actinobacteria;Streptomycetales; Streptomycetaceae; Streptomyces; Streptomyces-venezuelae

520 1036 842 652 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Xanthobacteraceae; Xanthobacter; Xanthobacter-autotrophicus

521 1040 849 659 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Xanthobacteraceae;Azorhizobium;Azorhizobium-caulinodans

522 1068 973 527 Actinobacteria;Actinobacteria;Micromonosporales; Micromonosporaceae;Micromonospora;Micromonospora-sp.-L5
523 1072 851 478  Actinobacteria;Actinobacteria; Mi Cellulomor Cellulomonas;[Cellvibrio]-gilvus

524 1073 847 459 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Promicromonosporaceae; Xylanimonas; Xylanimonas-cellulosilytica

525 1080 835 460  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Cellulomonadaceae; Cellulomonas;Cellulomonas-flavigena

526 1101 707 784 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Acidovorax;Acidovorax-avenae

527 1113 816 897  Planctomycetes;Phycisphaerae;Phycisphaerales;Phycisphaeraceae;Phycisphaera;Phycisphaera-mikurensis

528 1116 835 891  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulot -Caulobaci :Caulobacter;Caulobacter-vibrioides

529 1120 602 506  Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Enterobacter;Enterobacter-cloacae

530 1126 789 889  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Azoarcus;Azoarcus-sp.-KH32C

531 1126 736 319  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae;Arthrobacter;Arthrobacter-sp.-FB24

532 1138 801 946  Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales;Kofleriaceae; Haliangium; Haliangium-ochraceum

533 1166 864 865  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Cupriavidus; Cupriavidus-taiwanensis

534 1168 1037 630  Actinobacteria;Actinobacteria;Actinobacteria; Actinobacteria; Thermobispora; Thermobispora-bispora

535 1170 766 893 Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Aromatoleum;Aromatoleum-aromaticum

536 1171 845 887  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiaceae;Pandoraea;Pandoraea-sp.-RB-44

537 1176 1056 802  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Afipia; Afipia-clevelandensis

538 1184 1046 768 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae;Oligotropha;Oligotropha-carboxidovorans

539 1197 1008 610  Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae;Pseudonocardia;Pseudonocardia-dioxanivorans
540 1208 999 924 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Agrobacterium;Agrobacterium-fabrum

541 1226 868 696 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae;Mesorhizobium;Mesorhizobium-australicum

542 1227 1079 889 Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Halobacteriales;Halobacteriaceae;Halobacterium;Halobacterium-salinarum

543 1229 752 753 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Xanthomonas; Xanthomonas-campestris
544 1232 375 723 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Mc SACT SACir -oleivorans

545 1239 779 252 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Microbacteriaceae; L eifsonia;Leifsonia-xyli

546 1239 1116 1002  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Caulobacter;Caulobacter-sp.-K31

547 1252 766 897  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Burkholderiales;Comamonadaceae; Acidovorax;Acidovorax-citrulli

548 1270 1019 676 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas; Pseudomonas-brassicacearum
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549 1300 938 933 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae; Cupriavidus;Cupriavidus-necator

550 1332 1100 576  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Cellulomonadaceae;Cellulomonas;Cellulomonas-fimi

551 1338 978 717  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae;Mesorhizobium;Mesorhizobium-loti

552 1351 1294 891 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Bradyrhizobium;Bradyrhizobium-oligotrophicum
553 1360 1053 797 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae;Methylobacterium;Methylobacterium-populi

554 1360 999 1090 Proteobacteria;Alphapr ia;Caulot Caulok Caulobacter;Caulobacter-segnis

555 1372 1067 1218 Proteobacteria; Deltaprotec ia; M ;Polyangiaceae;Sorangium;Sorangium-cellulosum

556 1378 1066 834 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae; Methylobacterium;Methylobacterium-extorquens
557 1387 779 656  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Agrobacterium;Agrobacterium-sp.-H13-3

558 1389 955 755 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae;Mesorhizobium;Mesorhizobium-ciceri

559 1405 1045 1086  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;Rhodospirillaceae;Rhodospirillum;Rhodospirillum-centenum

560 1411 990 1280 Proteobacteria;Alphapr ia;Caulok Caulok Brevundimonas;Brevundimonas-subvibrioides
561 1445 1048 961 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Acetobacteraceae;Roseomonas;Roseomonas-cervicalis

562 1460 1092 1100 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Rhodospirillaceae;Azospirillum;Azospirillum-brasilense

563 1470 937 1132 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae;Azoarcus;Azoarcus-sp.-BH72

564 1511 1218 778  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae;Methylobacterium;Methylobacterium-nodulans
565 1531 1074 834 proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Phyllobacteriaceae;Mesorhizobium;Mesorhizobium-opportunistum

566 1561 979 410  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae; Arthrobacter;Arthrobacter-chlorophenolicus

567 1561 1227 673 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Nocardioidaceae; Kribbella;Kribbella-flavida

568 1561 1068 1483 Gemmatimonadetes;Gemmatimonadetes;Gemmatimonadales;Gemmatimonadaceae;Gemmatimonas;Gemmatimonas-aurantiaca
569 1578 1384 540 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Intrasporangiaceae; Intrasporangium;Intrasporangium-calvum

570 1579 1514 1043 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Bradyrhizobium;Bradyrhizobium-sp.-BTAi1

571 1618 1184 963 Chloroflexi; Thermomicrobia;Sphaerobacterales; Sphaerobacteraceae;Sphaerobacter; Sphaerobacter-thermophilus

572 1634 1029 1114  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Alicycliphilus; Alicycliphilus-denitrificans

573 1646 1356 815  Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Nocardioidaceae; Aeromicrobium;Aeromicrobium-marinum

574 1654 1265 988  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae; Methylobacterium;Methylobacterium-radiotolerans
575 1703 1608 1109  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium; Bradyrhizobium-sp.-ORS-278

576 1713 1106 1366 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Hydrogenophilales;Hydrogenophilaceae; Thiobacillus; Thiobacillus-denitrificans

577 1722 1642 1136 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Rhodopseudomonas;Rhodopseudomonas-palustris
578 1736 1435 1001  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Alcaligenaceae;Achromobacter; Achromobacter-xylosoxidans

579 1779 1436 805  Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Promicromonosporaceae;Isoptericola;Isoptericola-variabilis

580 1789 1674 988  Actinobacteria;Acidimicrobiia;Acidimicrobiales;Acidimicrobiaceae; lumatobacter;llumatobacter-coccineus

581 1796 1346 1171  Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Alphaproteobacteria;Alphaproteobacteria; Polymorphum;Polymorphum-gilvum

582 1877 1209 455 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales; Micrococcaceae;Arthrobacter; Arthrobacter-phenanthrenivorans

583 1881 1029 1761  Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium;Sphingobium-chlorophenolicum
584 1902 1427 704 Actinobacteria;Actinobacteria;Geodermatophilales; Geodermatophilaceae;Modestobacter;Modestobacter-marinus

585 1943 1239 1532  Pproteobacteria;Betaproteobacteria;Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Thauera; Thauera-sp.-MZ1T

586 1957 1538 1043 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Methylobacteriaceae; Methylobacterium;Methylobacterium-sp.-4-46
587 1965 1444 1549  Pproteobacteria; Deltaproteobacteria;Myxococcales;Anaeromyxobacteraceae;Anaeromyxobacter;Anaeromyxobacter-sp.-K
588 1982 1089 1886  Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;Novosphingobium;Novosphingobium-sp.-PP1Y
589 2053 2497 465  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas; Pseudomonas-putida
590 2084 1622 1268  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Rhizobiaceae;Sinorhizobium;Sinorhizobium-fredii

591 2085 1285 711  Actinobacteria;Actinobacteria;Geodermatophilales;Geodermatophilaceae;Blastococcus;Blastococcus-saxobsidens

592 2094 1560 1103 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Rhizobiaceae; Sinorhizobium; Sinorhizobium-meliloti

593 2098 1577 1564  Pproteobacteria;Deltaproteobacteria;Myxococcales; Anaeromyxobacteraceae;Anaeromyxobacter;Anaeromyxobacter-sp.-Fw109-5
594 2130 1761 1403  Archaea;Euryarchaeota;Halobacteria;Natrialbales;Natrialbaceae;Natronococcus;Natronococcus-occultus

595 2140 2172 1349  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium; Bradyrhizobium-sp.-523321

596 2199 2041 2964  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales; Mc SACIT JACT -calcoaceticus
597 2258 1545 572 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Microbacteriaceae;Clavibacter;Clavibacter-michiganensis

598 2282 1516 765 Actinobacteria;Actinobacteria;Geodermatophilales;Geodermatophilaceae;Geodermatophilus;Geodermatophilus-obscurus
599 2282 1636 1606 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodospirillales; Rhodospirillaceae;Azospirillum;Azospirillum-lipoferum

600 2358 2484 1448  proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium; Bradyrhizobium-diazoefficiens

601 2560 1354 2560  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Sphingomonadales; Erythrobacteraceae; Erythrobacter; Erythrobacter-litoralis

602 2574 1508 2630  Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium;Sphingobium-sp.-SYK-6
603 2737 2265 1855  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; Xanthobacteraceae; Starkeya; Starkeya-novella
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TAXON

Control M4 M8/18 Taxonomy
604 2770 2462 645 Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Microbacteriaceae; Microbacterium;Microbacterium-testaceum
605 2837 1608 2809  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium;Sphingobium-yanoikuyae
606 2843 1547 2748  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae;Novosphingobium;Novosphingobium-aromaticivorans
607 2850 1373 636 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Nitrobacter; Nitrobacter-hamburgensis
608 2900 1593 1545 Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;Pseudoxanthomonas;Pseudoxanthomonas-spadix
609 3011 1832 2295 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiales;Leptothrix; Leptothrix-cholodnii
610 3062 1782 2169 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkhc i ;Oxalobacteraceae;Massilia;Massilia-timonae
611 3180 2760 1988  Actinobacteria;Actinobacteria;Pseudonocardiales;Pseudonocardiaceae;Saccharomonospora;Saccharomonospora-viridis
612 3327 1784 2881  Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingobium;Sphingobium-japonicum
613 3402 2102 2594 proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales; Burkholderiales;Methylibium;Methylibium-petroleiphilum
614 3568 2544 2785 Pproteobacteria;Alphaproteobacteria;Caulobacterales;Caulobacteraceae;Phenylobacterium;Phenylobacterium-zucineum
615 3915 3369 3335 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Variovorax;Variovorax-paradoxus
616 4024 1747 698 Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhizobiales;Bradyrhizobiaceae;Nitrobacter; Nitrobacter-winogradskyi
617 4186 2691 3246 Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiales;Rubrivivax; Rubrivivax-gelatinosus
618 4585 4596 1616 Actinobacteria;Rubrobacteria;Rubrobacterales;Rubrobacteraceae;Rubrobacter; Rubrobacter-xylanophilus
619 5053 3547 5084  Pproteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingopyxis; Sphingopyxis-alaskensis
620 5373 5362 2114  Actinobacteria; Thermoleophilia;Solirubrobacterales; Conexibacteraceae;Conexibacter;Conexibacter-woesei
621 5397 2863 5452 proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingomonas; Sphingomonas-sp.-MM-1
622 5398 3892 3438  proteobacteria;Gammaproteobacteria;Xanthomonadales; Xanthomonadaceae; Stenotrophomonas; Stenotrophomonas-maltophilia
623 5810 10433 11172 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales;Enterobacteriaceae;Escherichia;Escherichia-coli
624 6035 3177 3110 Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;Pseudoxanthomonas;Pseudoxanthomonas-suwonensis
625 6291 4666 1781 Actinobacteria;Actinobacteria;Propionibacteriales;Nocardioidaceae;Nocardioides;Nocardioides-sp.-JS614
626 6592 2117 858 Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pseudomonadales;Pseudomonadaceae;Pseudomonas;Pseudomonas-monteilii
627 7073 1298 1935  Pproteobacteria;Betaproteobacteria; Nitrosomonadales;Nitrosomonadaceae;Nitrosospira; Nitrosospira-multiformis
628 8110 4277 8490  Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae; Sphingomonas; Sphingomonas-wittichii
629 8205 2693 1873  Pproteobacteria;Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; Xanthomonadaceae;Rhodanobacter;Rhodanobacter-denitrificans
630 8951 4160 5319  Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae;Ramlibacter;Ramlibacter-tataouinensis
631 44378 31682 39233 Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae;Anaerostipes;Anaerostipes-hadrus
632 72435 52167 63721 Proteobacteria;Alphaproteobacteria; Caulok Caulok Brevundimonas;Brevundimonas-diminuta
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Anexo 6. Analisis metodologia basada en Stekel et al., 2000 aplicado a las categorias funcionales de COG.

Categoria COG Control aBss4 aBss8/18 STECKEL

RNA-[A] 0.0125587 0.00347644  0.00175349 15.442654

Almacenamiento y Cromatina-[B] 0.0234657 0.0113258 0.0178575 1.97627198

procesamiento de  Traduccion-[J] 3.01658 0.948214 3.84267 623.999796

informacion Transcripcion-[K] 5.34861 1.71985 6.5409 911.841548

DNA-[L] 3.8602 1.35718 3.58512 269.249443

Mecanismos de defensa-[V] 2.5779 1.036 4.95021 1530.55604

Ciclo Celular-[D] 0.469715 0.173705 0.746882 158.654487

Membrana celular- [M] 3.61531 1.18184 4.27482 525.786995

Procesos celulares y Motil.ic}ad-.[N] . 0.496759 0.0913919 0.399029 162.786976
sefializacién Modificaciones postraduccionales-

[O] 2.5877 0.92485 3.36551 415.700561

Transduccion de sefiales-[T] 5.97243 2.85532 9.7084 1438.59145

Secrecion-[U] 1.01968 0.26898 1.57019 504.715754

Citoesqueleto-[Z] 0.00098347 0.00059068  0.00069056 0.18461722

Energia-[C] 4.93985 1.58684 4.77233 491.81712

Aminoacidos-[E] 6.16807 1.94538 6.35088 706.790333

Nucledtidos-[F] 1.69493 0.529222 147771 187.995181

. Carbohidratos-[G] 3.87928 1.26011 3.13103 430.347584

Metabolismo .

Coenzimas-[H] 1.66859 0.595686 1.74062 119.524565

Lipidos-[I] 2.31834 0.83359 2.89128 306.179883

Inorgénico-[P] 4.04553 1.91691 45572 49.9974082

Metabolitos secundarios-[Q] 1.43508 0.474072 1.92948 319.480461

Desconocido-[S] 27.9484 10.7772 29.0682 4275.29413

No caracterizado o
Funcion General-[R] 16.9 69.5082 5.07727 10815.1647




Anexo 7. Grafico Stekel contra categorias COG.
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Anexo 8. Analisis basado en el mpetodo descrito por Stekel et al., 2000 aplicado a los KO (Se tomaron
KO significativos con mayor puntaje).

KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00001 397.255 340.461 376.924 2189.36266
K00003 1049.96 5577.73 346.47 6529.25837
K00004 493.864 60.785 41.2313 1298.69036
K00008 1127.35 271.466 203.823 2899.5919
K00010 527.009 343.811 178.563 2117.34923
K00012 14697.1 1259.29 1398.96 12180.8917
K00013 1592.55 375.592 406.629 3907.9595
K00014 1086.89 723.85 566.565 3951.04611
K00015 289.132 230.391 109.706 1405.92792
K00016 322.63 104.638 39.2193 1092.63293
K00018 348.247 162.73 95.6208 1368.64933
K00019 1466.62 784.976 529.118 4443.45836
K00020 1405.13 640.398 474573 4133.16077
K00023 342.518 255.326 109.386 1544.37902
K00024 2166.27 480.7 570.214 4863.37717
K00027 848.554 351.447 309.683 2810.49088
K00029 1804.66 968.656 777.688 5296.41413
K00030 1014.75 435.66 285.749 3124.18056
K00031 1311.28 797.703 1148.42 4892.36065
K00033 1324.13 574.085 547.475 4040.69419
K00034 587.623 199.402 281.772 2140.68796
K00036 2793.64 1251.04 587.422 6333.50675
K00038 185.847 84.8318 39.4154 788.218741
K00039 100.745 13.797 430.417 1061.38129
K00040 166.334 199.398 27.3599 936.657811
K00042 1175.49 315.071 125.653 2896.47958
K00046 953.443 306.788 168.757 2669.54955
K00052 2494.38 969.564 1684.77 6741.40086
K00053 1501.97 1504.37 2168.01 6529.70108
K00055 273.79 46.5158 19.1817 826.370278
K00057 1013.57 545.489 296.903 3287.33505
K00058 4814.56 2050.1 2345.99 9884.50015
K00059 18847.1 7497.39 4731.57 16897.81
K00059 18847.1 7497.39 4731.57 16897.81
K00060 413.337 205.939 194.149 1732.74912
K00064 342.811 95.7973 26.1728 1079.73668
K00065 2656.66 393.725 554.634 5188.14308
K00066 276.351 424.413 162.466 1773.52452
K00067 1287.74 501.066 775.241 4149.915
K00067 1287.74 501.066 775.241 4149.915
K00074 2925.67 1537.13 946.198  7076.1489
K00075 1058.98 395.209 304.362 3151.53159
K00077 1719.08 542.222 435959 4316.73073
K00078 573.393 144.962 329.316 2087.84649
K00087 530.248 301.72 367.654 2338.80641
K00088 3384.3 1013.35 1340.76 7302.74991
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K00090 510.177 68.0014 64.8539 1393.14846
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00091 301.011 254.712 191.071 1609.96458
K00097 832.231 214.058 149.843 2318.97481
K00099 1556.36 648.164 476.512  4320.4367
K00101 921.442 347.648 270.344 2848.51982
K00102 441.999 317.405 210.702 1989.49122
K00103 133.115 107.247 25.4803  688.65491
K00104 2937.14 714.833 1099.34 6401.20495
K00106 385.759 395.893 1106.15 3025.13758
K00108 2505.46 804.574 622.67 5650.46263
K00109 187.562 114.883 76.9356 934.069175
K00111 18553.2 654.965 360.419 10922.9196
K00114 2126.49 1145.34 1619.51 6519.68341
K00116 702.876 128.695 2.89518 1663.22758
K00117 3304.35 2215.38 2760.63 9119.49389
K00121 3581.25 1452.83 334.818 6852.17696
K00122 339.232 243.312 139.723 1573.85921
K00123 2180.96 15668 811.485  8689.2317
K00124 438.333 265.597 359.608 2119.29368
K00127 528.059 357.265 89.9344 1980.30584
K00128 7607.82 3081.94 3685.26 12634.1432
K00130 715.726 324.388 2066.47 4135.52494
K00132 107.769 100.49 148.175 865.444228
K00133 2425.97 593.612 456.115 5125.95539
K00134 17734.4 1204.02 1228.85 12358.1602
K00135 4036.8 2043.74 1216.83 8592.23533
K00137 244.745 163.931 41.9874  1066.4687
K00138 218.499 221.555 31.1524 1090.79361
K00140 1462.72 1180.33 695.245 5042.45183
K00145 1214.39 478.189 417.466 3619.42749
K00146 534.972 122.007 268.807 1895.92037
K00147 797.686 410.334 177.395 2622.08458
K00148 174.621 120.807 35.4938  828.89102
K00151 237.576 54.8067 19.6757 777.445094
K00153 323.866 32.6828 14.7059 873.373214
K00154 259.598 103.806 346.979 1492.12333
K00156 962.342 277.11 230.925 2735.04204
K00158 490.528 40.6282 193.374 1531.84438
K00161 1741.64 872.107 506.996 4824.25343
K00162 5026.99 628.923 326.074 6994.21355
K00163 1770.42 1367.77 1581.32 6332.13286
K00164 2803.02 1030.51 2121.6 7361.68312
K00166 490.911 415.111 181.908 2168.68799
K00167 1166.79 444.409 370.44 3451.23639
K00174 3037.43 768.254 1045.7 6502.19276
K00175 855.999 531.054 331.821 3103.63849
K00179 141.028 122.307 108.311 911.362617
K00184 1277.35 716.142 647.46 4272.74652
K00185 552.476 267.914 491.309 2478.9934
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K00198 1037.07 5.2832 3.10559 1844.55345
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00208 1708.2 498.664 381.477 4176.14441
K00215 741.116 414.57 262.211 2679.90127
K00216 118.089 21.0137 629.655  1358.5892
K00219 400.647 131.282 105.209 1420.01164
K00226 251.436 71.5595 65.241 947.067166
K00228 776.607 201.096 143.131 2205.67438
K00230 205.157 64.5241 18.9328 733.181909
K00231 552.109 200.338 172.818 1916.45222
K00239 4097.75 1844.51 1249.38 8512.65829
K00240 1587.41 500.959 580.05 4289.79356
K00241 619.793 373.03 234.945 2396.75836
K00242 603.798 112.223 109.706 1722.61934
K00244 619.744 184.138 256.184 2125.62853
K00245 119.411 87.2594 64.6234 706.016425
K00248 3004.75 1116.4 978.481 6786.23704
K00249 4348.27 1872.21 1003.11 8498.22279
K00252 1473.12 1135.25 622.532 4930.88092
K00253 850.307 400.33 357.309 2950.87863
K00254 787.937 300.837 281.134 2606.03474
K00255 139.167 139.572 286.541  1231.5558
K00259 1752.88 3947.93 676.17 7165.69951
K00261 2053.49 1010.81 1109.95 5912.69138
K00262 555.963 65.9351 120.76 1571.06091
K00263 964.223 245.645 288.542 2772.78345
K00264 179.392 40.9941 253.679 1060.43034
K00265 2350.63 1277.66 1155.14 6507.58514
K00266 1085.75 510.953 820.172 3954.93028
K00274 825.052 611.866 355.746 3196.99877
K00275 1342.47 249.262 475.83 3508.87071
K00275 1342.47 249.262 475.83 3508.87071
K00276 408.332 286.709 197.476  1863.0609
K00278 2187.89 373.126 632.779 4803.69175
K00281 3421.82 698.567 474.449 6140.18169
K00282 996.052 251.724 216.297 2716.16876
K00283 1122.34 799.62 215.938  3616.3507
K00284 660.255 464.886 492.01 2938.89771
K00285 1433.09 386.642 322.653 3627.253
K00286 802.597 336.163 150.334 2474.00745
K00287 811.474 209.253 155.841 2291.72647
K00294 1000.71 530.367 349.844 3324.72825
K00297 1247.51 492.948 371.149 3619.49599
K00297 1247.51 492.948 371.149 3619.49599
K00301 184.456 213.226 100.6 1154.56114
K00302 405.495 228.038 123.26 1635.37796
K00303 709.233 259.71 383.499 2568.43095
K00304 292.133 53.8399 18.8679 877.144433
K00305 316.151 49.3867 14.1706 898.454975
K00306 113.774 180.059 24.675 780.945393
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K00311 1331.46 668.188 531.972 4148.84049
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00315 319.1 189.444 92.9898  1358.9126
K00318 660.415 327.033 273.409 2447.69455
K00320 207.086 605.85 115.454 1797.15747
K00322 660.286 274.621 82.062 2042.92677
K00324 2884.89 694.601 588.367  5824.4326
K00325 1228.35 478.491 743.751 4013.84791
K00330 1696.62 693.249 544.162 4613.63173
K00331 2207.54 951.4 278.401 5089.50436
K00332 1228.72 443.405 254.684 3362.94626
K00333 3517.16 1184.64 683.448  6978.0433
K00334 1003.62 332.549 289.642 2964.61185
K00335 1502.44 920.735 582.122 4697.80546
K00336 3634.84 611.913 652.549 6407.67623
K00337 4150.13 1700.46 1039.45 8256.31277
K00338 773.759 411.447 308.012 2789.55581
K00339 1948.33 504.811 810.095  4932.4521
K00340 1554.63 445.227 973.81 4580.72031
K00341 2518.85 1463.66 2254.27 7591.52719
K00342 1976.5 4860.98 2758.3 9240.89335
K00343 2023.33 839.914 1175.53  5753.9443
K00344 2860.65 4272.06 1590.37 9175.79752
K00354 829.232 129.253 63.4822 1997.23363
K00362 597.705 661.746 260.442 2786.62682
K00363 281.147 169.768 77.9222 1223.56558
K00365 216.237 135.239 67.1334 1011.59124
K00366 274.081 101.976 80.7281 1086.13718
K00367 85.9644 142.856 56.5765 721.689587
K00368 787.434 179.529 154.464 2202.91539
K00370 202.443 189.76 42.4927 1030.20858
K00372 985.962 300.738 383.691 3022.45288
K00375 558.039 853.473 224.106 2892.10988
K00376 141.636 78.5354 52.3021 710.252501
K00380 235.98 196.089 109.226 1244.65947
K00381 748.636 213.394 280.317 2405.16572
K00382 4737.79 2358.1 1557.03 9556.91061
K00383 3249.08 291.479 155.953 4990.23692
K00384 5252.63 2241.61 2413.72 10331.9522
K00387 412.139 115.622 125.534 1446.84636
K00389 205.437 74.8985 40.0969 808.461862
K00390 690.054 294.535 455.231 2688.24129
K00390 690.054 294.535 455.231 2688.24129
K00392 253.656 186.904 177.138 1382.36572
K00404 174.814 85.5902 100.583 894.296094
K00405 244.621 103.755 42.4458  951.76247
K00406 464.35 289.006 373.249 2218.71347
K00411 593.825 91.862 123.113 1690.47491
K00412 1145.08 367.465 294.968 3208.34599
K00413 365.102 159.13 126.92 1450.44631
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K00423 203.908 64.7977 84.4189 877.4741
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00425 1321.25 623.202 366.361 3871.98772
K00426 745.937 388.089 686.34 3179.75889
K00428 1122.06 634.883 1062.91 4389.04816
K00432 1067.33 339.157 276.701 3039.47281
K00433 1208.92 613.067 361.143 3714.36801
K00446 152.775 60.0324 57.4549 704.764222
K00448 419.683 98.3849 40.5268 1253.84929
K00449 651.35 164.923 139.446 1949.84436
K00450 523.915 282.617 111.499  1899.9934
K00451 954.016 576.737 591.122 3622.76659
K00452 304.759 99.6307 54.7793 1084.58412
K00453 957.137 550.9 391.476 3349.22474
K00457 1092.23 569.128 374.359 3528.27638
K00459 991.126 413.522 401.297 3220.77421
K00472 466.871 113.568 113.533 1513.07047
K00479 418.514 463.037 95.4397 1961.01761
K00480 854.708 274.282 468.289 2909.87035
K00481 499.489 372.259 98.3663  1972.6041
K00483 339.935 279.931 141.999 1638.64946
K00485 149.443 31.2009 76.6784  668.79641
K00499 252.483 154.924 175.788 1319.96282
K00500 532.401 196.238 166.124 1866.58862
K00505 296.988 3677.22 61.6481 4188.91882
K00507 1342.47 559.19 349.037 3792.65883
K00508 222.506 65.5515 323.039 1305.61973
K00523 154.419 99.6887 250.282 1132.30135
K00525 2467.66 1430.11 1679.71 7157.86109
K00526 392.258 196.097 238.626  1749.4646
K00528 707.959 388.234 349.272  2717.6525
K00529 1014.81 334.265 171.269 2798.01607
K00537 861.592 169.615 343.706 2578.85454
K00548 3377.27 1892.64 2114.6  8602.2472
K00549 2283.36 1564.99 787.733  6357.75928
K00554 1405.44 1516.02 351.566 4869.05846
K00558 631.564 166.39 78.0654 1806.88772
K00560 964.603 314.244 431.31 3076.84778
K00560 964.603 314.244 431.31 3076.84778
K00566 1198.82 421.538 719.358 3872.36359
K00567 1219.72 557.211 322.31 3603.02755
K00568 601.257 288.158 195.031 2175.67578
K00570 252.845 119.614 201.689 1295.75298
K00571 937.774 208.692 157.943 2469.67637
K00573 1955.17 536.848 711.407 4880.24031
K00574 1722.82 593.916 540.582  4515.5359
K00575 1192 464.011 2943.91 5435.60156
K00595 139.358 128.351 4.61573 686.047229
K00598 265.28 111.625 13.1153 934.257635
K00600 2104.68 1103.92 3514.56 7429.41751
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K00602 2325.54 1261.77 1476.12  6723.5436
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00603 121.722 106.979 99.6928 821.932077
K00604 1218.75 535.044 441.157 3731.244
K00605 2434.89 1175.27 1002.31 6355.53519
K00606 2549.9 601.606 969.453 5800.66817
K00609 2565.92 635.972 549.699 5422.92487
K00611 2108.98 824.056 248.256 4807.02886
K00612 1679.94 839.844 1255.33 5455.05801
K00615 4069.98 2529.39 1119.98 8866.58739
K00616 2374.96 790.347 730.087 5627.58919
K00619 447.236 101.266 113.165 1454.85816
K00620 751.652 508.499 316.062 2902.96683
K00625 395.997 164.565 351.908 1863.28216
K00626 8013.43 4097.16 4819.75 13631.0775
K00627 3834.74 1209.67 1724.37 8125.70512
K00631 252.906 134.602 116.711 1179.12464
K00632 1619.4 655.346 358.348 4247.58962
K00633 167.044 197.816 21.9512 921.756997
K00634 1107.72 0 0 1904.53807
K00639 1711.65 432.688 652.167  4415.1779
K00640 972.324 315.92 304.29 2918.45928
K00641 1005.51 603.235 425.875 3525.75458
K00643 515.304 128.441 60.6923 1516.99567
K00645 1473.3 468.092 666.462 4211.17223
K00647 560.903 111.56 65.4849 1566.87246
K00648 2581.82 1460.64 1506.31 7167.47654
K00652 1038.35 458.134 1107.43 4088.62196
K00655 1773.33 908.063 430.585 4803.02977
K00656 579.731 302.965 132.895 2059.75702
K00657 461.316 143.077 74.1565 1484.41922
K00658 2507.6 826.62 1809.18 6681.34182
K00661 277.013 238.38 482.278 1945.73092
K00662 144.68 122.217 43.1397  785.69631
K00663 252.683 42.8945 18.4933  775.59337
K00665 230.359 61.545 12.2689 758.552393
K00666 5371.78 2113.06 1505.76 9746.63972
K00673 188.304 120.049 80.2254 952.420792
K00674 1927 713.93 326.149 4606.52559
K00675 216.284 131.89 75.1661 1021.81683
K00677 1215.96 241.47 212.423 2976.01401
K00681 4234.7 1982.11 1382.83 8820.41083
K00684 1011.1 374.602 286.802 3033.24473
K00688 2460.87 1833.9 1146.35 7079.03647
K00694 213.61 114.247 124.409  1076.4647
K00697 1366.73 596.187 390.03 3924.23744
K00700 1947.33 1199.63 603.093 5492.39382
K00703 924.243 417.898 345.447 3061.94636
K00705 1159.91 531.932 626.635 3873.54696
K00705 1159.91 531.932 626.635 3873.54696
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K00721 1060.51 501.164 339.342 3350.16679
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00729 77.8805 96.5767 137.704 768.377485
K00748 731.069 418.606 154.777 2499.24489
K00756 191.074 134.527 415.963 1508.86147
K00758 240.365 230.787 6.32213 1082.96409
K00759 1309.26 460.658 296.571 3547.31008
K00760 1083.35 297.486 266.739 2981.36823
K00761 785.21 219.592 237.117 2403.78208
K00762 927.283 392.585 222.603 2850.11034
K00763 565.02 388.465 242.259 2345.26599
K00764 2002.23 3003.07 787.033 7070.22415
K00765 793.736 328.911 285.058 2663.42627
K00766 2394.5 361.633 392.346 4696.89474
K00767 935.71 509.47 878.235 3811.21787
K00768 181.878 95.9328 1.99203 702.815748
K00772 804.752 202.881 195.755 2337.74422
K00773 3385.3 519.599 1015.51 6453.90435
K00782 436.082 113.382 39.1848 1308.85933
K00783 400.38 200.774 78.8156  1494.94001
K00784 450.44 209.522 236.778 1869.13432
K00788 844.886 250.736 413.164 2787.96337
K00789 2792.85 607.504 2197.47 6916.82612
K00790 2259.94 917.424 1777.16 6524.45553
K00791 1179.1 383.213 417.745 3441.78396
K00793 975.724 314.034 182.172 2733.13664
K00794 660.34 359.951 193.122 2372.99714
K00795 518.447 126.969 267.924 1877.70241
K00796 2094.88 11135 2785.66 7126.55897
K00797 458.482 239.47 306.063 2035.77966
K00798 875.627 207.334 208.723 2465.87987
K00799 6871.57 1735.44 1419.28 10210.8407
K00800 1141.41 468.996 347.471 3421.89599
K00803 186.023 357.342 455708 1273.88935
K00806 876.055 544.792 884.524 3782.07386
K00808 242.272 80.3888 43.6398 901.328169
K00809 557.171 294.871 241.676 2190.62027
K00812 3015.65 1047.57 1587.81 7218.62785
K00817 1824.66 890.448 471.557 4890.56181
K00819 223.671 151.913 108.243 1138.93587
K00820 4529.61 1915.44 2405.6 9628.05349
K00821 2621.3 845.395 1617.28 6676.76852
K00822 266.483 155.416 262.06 1483.56569
K00823 1149.83 546.787 268.529 3424.11249
K00824 334.064 181.263 183.497 1532.64715
K00826 5296.19 1262.44 3364.97 10001.9258
K00827 81.9554 87.664 115.116 718.831653
K00830 676.685 463.758 210.661 2574.10806
K00831 5472.55 503.88 491.18 7319.74019
K00832 418.33 164.39 297.728 1825.44802
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K00833 975.468 327.937 208.331 2796.58291
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00845 1433.77 613.353 666.072 4355.02499
K00847 636.175 517.401 117.955 2427.52004
K00848 325.729 118.528 148.247 1340.54829
K00849 593.301 229.442 750.118 2770.34535
K00850 392.45 261.534 108.245 1640.46695
K00851 464.243 150.845 168.838 1678.01345
K00852 722.502 254.897 177.157 2275.79111
K00853 380.076 117.435 47.4654 1239.45695
K00854 1029 431.037 257.118 3094.14916
K00856 554.59 141.765 112.107 1707.30742
K00857 847.776 295.928 453.068 2915.52267
K00858 902.847 456.704 336.606 3074.86314
K00859 624.964 248.661 302.37 2311.65279
K00860 336.275 226.212 81.2392 1430.32656
K00864 2162.14 1115.53 793.814  5832.5033
K00865 176.347 67.5647 42.8991  739.22209
K00867 375.923 293.033 5.93258 1432.92379
K00868 315.905 48.8792 25.7006 927.008799
K00872 833.937 148.864 129.418 2168.83004
K00873 2236.72 1158.84 921.181 6073.62747
K00874 839.814 270.836 317.156 2683.80537
K00876 564.868 200.496 126.801 1856.91255
K00882 135.22 140.875 39.9607 793.640861
K00883 246.499 80.114 72.8668 971.836018
K00886 253.607 134.435 83.8972 1117.38045
K00891 747.006 254.309 176.385  2309.4012
K00901 270.711 105.968 195.549 1292.83143
K00903 236.182 147.981 85.4129 1112.21389
K00912 345.73 170.789 235.526 1617.65049
K00919 1091.82 195.638 185.572 2697.24509
K00925 964.004 573.651 194.272 3101.09895
K00926 1485.22 165.611 73.4646 2920.56397
K00927 1653.41 831.211 527.669 4706.52038
K00927 1653.41 831.211 527.669 4706.52038
K00928 2191.83 880.023 1355.3 6113.57736
K00930 1110.97 368.475 405.737 3317.99811
K00931 1025.52 208.931 265.814  2759.0979
K00936 315.219 158.93 66.0482 1242.56881
K00937 2773.7 1729.95 2147.03 7985.17127
K00939 1870.62 598.012 916.906 5076.56433
K00940 1167.78 457.324 565.35 3713.16983
K00941 781.147 223.708 176.673 2308.33005
K00942 1375.83 390.983 573.101 3883.21155
K00943 2197.04 355.287 431.862 4547.45276
K00945 1288.4 424.77 364.43 3566.42577
K00946 664.941 249.703 389.826 2494.33151
K00948 1558.74 1533.35 1107.53 5870.92863
K00950 654.957 295.557 171.057 2230.03009
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K00951 2812.62 886.96 868.966 6276.91737
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K00954 1471.93 421.502 401.716 3829.73743
K00955 2315.25 2770.61 469.288 6890.96887
K00956 308.512 165.161 149.624 1399.72524
K00957 1605.11 516.646 554.227 4300.76432
K00958 535.694 740.053 206.567  2699.3725
K00962 2165.94 1845.41 1107.86  6770.1106
K00963 2798.49 546.699 342.056  5255.9002
K00965 692.626 369.598 125.496 2319.80768
K00966 523.557 497.417 195.92 2358.54288
K00969 1302.04 457.107 263.109 3484.59676
K00970 1218.56 933.443 475512  4244.9415
K00971 854.182 277.968 211.623 2557.81288
K00973 2242.68 497.099 3269.76 6774.99621
K00974 447.445 376.862 306.86 2232.41401
K00975 1168.25 417.912 668.322 3774.13846
K00978 433.121 1459.1 1664.07 4709.64945
K00979 817.157 378.282 622.244 3197.46663
K00981 1449.4 1022.99 178.101 4196.70764
K00982 1245.02 539.265 338.132 3633.02482
K00986 289.957 248.191 85.6894 1390.88266
K00989 1436.82 595.278 082.784 4652.19052
K00990 795.252 543.411 313.458 3008.25535
K00991 641.23 6875.6 105.396 5896.36391
K00992 1027.02 155.31 106.698 2401.88552
K00995 1478.79 435.976 292.929 3708.69512
K00997 562.563 257.663 129.646 1954.65597
K01000 2603.46 699.384 377.523 5319.58023
K01001 17.5125 15227.6 2.7027 4551.35001
K01004 229.112 80.8329 62.02 916.805209
K01006 2230.93 1756.85 754.992 6430.80675
K01007 1994.8 1064.65 609.04 5414.76072
K01008 687.31 274.073 219.1 2322.51888
K01011 1872.69 618.669 489.312 4646.24303
K01012 788.525 216.187 209.823 2360.05791
K01026 316.115 100.277 37.9484 1068.92431
K01028 758.475 2931.95 225.445  4838.4494
K01029 344.497 194.824 802.279 2350.35598
K01031 169.009 29.1786 692.243 1559.29508
K01032 212.158 58.5614 25.7657 751.342957
K01039 306.532 121.71 114.091 1250.33185
K01040 177.178 140.698 70.336  949.086297
K01042 497.414 480.106 181.597 2269.28104
K01047 1542.27 8.44974 2.47638 2469.78743
K01051 171.212 113.029 85.0545 912.719297
K01053 1966.77 891.151 632.501 5229.42856
K01055 262.164 233.127 88.9931 1319.88029
K01056 577.952 383.602 341.81 2502.78173
K01057 558.928 261.879 228.749  2120.7558
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K01061 2085.67 1210.69 1277.51 6284.73862
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01066 539.081 1338.65 145.396 3220.36308
K01069 791.58 359.574 201.096 2578.14755
K01070 648.342 161.989 174.122 1999.48943
K01077 334.449 224.406 155.205  1560.5977
K01079 573.21 184.803 136.646 1860.11064
K01081 947.398 476.352 333.245 3157.92585
K01081 947.398 476.352 333.245 3157.92585
K01081 947.398 476.352 333.245 3157.92585
K01082 367.099 182.061 77.0431 1400.31657
K01083 185.943 83.594 66.8737 845.981676
K01087 387.768 291.817 66.5544 1598.45992
K01089 118.687 151.675 369.322 1324.55604
K01090 367.013 162.187 92.175 1394.30053
K01091 2547.68 518.034 259.001 4872.52225
K01092 2869.84 571.605 629.899  5705.4484
K01095 287.852 120.824 62.3257 1111.76779
K01104 865.013 286.794 190.848  2553.5469
K01113 1774.51 910.801 1271.94 5649.89563
K01114 252.122 264.918 131.4 1432.37823
K01118 328.725 160.065 101.194 1339.31831
K01119 170.068 60.9009 55.402 738.982456
K01126 2270.55 721.185 589.88  5293.1228
K01129 1806.21 324.684 289.964 3906.45351
K01130 3117.05 2059.25 723.248 7429.53626
K01130 3117.05 2059.25 723.248 7429.53626
K01131 759.3 45.9479 101.996 1797.82755
K01132 67.329 143.103 130.794 821.496187
K01133 248.041 93.779 87.762 1033.48188
K01134 509.471 141.438 113.656 1637.21419
K01136 99.2944 68.4705 91.632 674.092798
K01137 223.011 107.165 207.59 1222.17799
K01138 283.422 71.0955 60.4989 996.880107
K01139 450.601 227.727 472.009 2222.9515
K01142 2925.25 901.141 1260.16 6737.84948
K01147 261.109 66.7195 166.565 1143.75507
K01151 563.532 343.375 165.883 2153.61411
K01151 563.532 343.375 165.883 2153.61411
K01153 622.295 519.325 439.992 2889.90788
K01154 417.96 80.9636 63.1676 1264.32507
K01156 174.451 77.84 60.7514 796.957479
K01159 1078.05 574.319 375.622 3518.29006
K01173 120.092 233.881 135.801 1115.96489
K01176 574.326 207.991 89.9702 1815.55688
K01177 408.575 7.38916 0 906.114976
K01178 174.644 63.3951 91.6738 828.541527
K01179 437.352 432.591 317.497  2310.5126
K01179 437.352 432.591 317.497 2310.5126
K01181 437.211 261.086 134.511 1764.40503
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K01182 240.427 58.0082 50.8682 864.582998
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01183 276.272 249.279 123.366 1438.39856
K01186 227.954 46.6519 54.5535 821.810919
K01187 3137.01 1287.93 771.107 6861.32351
K01190 531.99 341.522 344.123 2370.68351
K01191 372.189 352.202 135.601 1796.23641
K01192 213.022 276.682 56.8707 1229.17076
K01193 439.403 681.104 130.269 2342.11071
K01194 290.34 185.312 139.231 1384.08413
K01195 132.755 185.429 443649 879.876723
K01198 390.79 250.957 142.377 1682.27923
K01198 390.79 250.957 142.377 1682.27923
K01201 190.668 122.988 58.2619 917.475974
K01206 608.547 396.072 530.256 2809.01741
K01207 1028.91 622.174 399.832 3546.69412
K01209 719.699 317.275 831.824  3185.6638
K01214 3175.46 2664.94 946.667 8105.80253
K01223 134.162 197.697 70.6371 961.230861
K01224 67.4556 124.882 81.8099 694.336643
K01235 179.034 138.033 115.929 1036.68874
K01236 1742.12 705.911 300.106 4362.97021
K01239 190.217 183.082 43.3017 995.320744
K01241 443.78 272.495 147.673 1817.12379
K01243 98.7508 95.2564 190.012 904.334818
K01246 999.672 571.469 375.966 3412.17827
K01247 1029.34 672.936 315.266 3494.74594
K01251 2225.1 1020.8 1497.79 6404.33673
K01253 9757.83 863.974 1313.67 10500.7943
K01253 9757.83 863.974 1313.67 10500.7943
K01254 254.19 96.2939 68.7922 1012.22303
K01255 1343.75 1964.85 1187.76 6033.73978
K01256 2083.64 834.834 465.472 5090.49209
K01258 307.514 263.186 89.059 1454.59362
K01259 1232.27 377.59 423.729 3507.64208
K01262 2480.54 1007.39 838.557 6074.28372
K01265 1751.93 540.379 780.262 4740.69893
K01266 505.765 101.215 459.782 2066.28638
K01271 445.182 352.182 121.893 1896.94236
K01273 1724.12 574.816 815.365 4790.51413
K01277 202.066 202.749 123.051 1214.34167
K01278 1346.45 453.451 1419.31 4721.82606
K01279 2162.77 1.83486 32.7285 3190.47137
K01283 397.29 201.256 248.302  1781.9505
K01284 1658.65 402.486 463.935 4093.96274
K01286 776.668 283.946 192.739 2427.06335
K01295 953.423 237.713 213.888 2632.04155
K01297 595.479 221.548 145.183 1973.72852
K01299 510.829 200.688 298.972 2045.75143
K01301 364.928 223.273 146.249 1597.58085
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K01302 313.34 204.125 167.845 1509.02492
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01303 884.605 233.737 188.912  2491.2015
K01322 1966.88 941.112 2184.61 6506.55322
K01338 5515.1 3637.08 3048.95 11599.1557
K01342 800.389 476.819 174.947 2714.66968
K01354 1214.1 645.551 1421.39 4812.26948
K01356 1079.19 513.974 276.623 3302.22791
K01358 2692.97 886.166 1005.41 6297.98339
K01400 182.107 122.578 90.0216 964.018939
K01406 327.486 55.7705 96.5084 1116.6166
K01409 1613.83 667.936 341.68 4233.92158
K01414 364.661 271.075 99.6533 1590.93781
K01415 171.148 91.6502 72.8526 844.524389
K01419 632.678 163.923 654.714 2614.64516
K01420 497.631 138.633 112.769 1610.97787
K01421 79.6379 499.486 4.16594 1131.71366
K01424 657.607 608.295 331.772 2914.98152
K01425 403.351 320.094 88.6125 1714.12913
K01426 3103.85 1856.68 2250.89 8428.81025
K01428 860.55 457.884 227.935 2858.80177
K01429 252.608 70.5321 130.112 1072.33484
K01430 299.139 185.56 128.802 1382.27102
K01431 359.192 106.845 324.945 1651.05521
K01432 103.521 156.816 52.2584 779.673826
K01433 511.934 179.006 48.1012 1578.05441
K01434 1815.01 725.451 614.991 4861.89085
K01436 1020.69 629.813 320.111 3437.18583
K01438 958.981 514.364 1760.93 4555.71124
K01439 1202.06 386.363 1038.67  4135.8931
K01443 1068.37 640.324 230.223 3380.14017
K01444 227.869 161.771 145.191 1232.35681
K01446 475.569 31.5378 1.07066 1090.83754
K01448 985.758 475.052 430.513  3337.2465
K01455 116.179 87.0462 56.1246 680.150369
K01462 2148.33 581.49 1360.18 5721.38977
K01464 1741.56 985.079 790.415 5258.46337
K01465 4793.67 1232.33 1033.92 8277.48289
K01466 612.269 211.576 105.859 1911.31427
K01467 202.326 242.995 171.452 1367.60985
K01468 888.551 336.532 495.93 3087.87159
K01469 1351.29 1314.11 360.644 4636.84802
K01470 1083.86 480.355 219.837 3176.79358
K01473 2308.43 948.263 576.7 5569.59114
K01474 2803.06 844.688 1604.03 6829.53171
K01476 1000.37 595.954 441.78 3530.00087
K01477 235.945 106.46 151.687 1153.43528
K01478 311.481 199.774 165.722 1494.46693
K01479 163.461 100.237 72.8871 846.100357
K01480 683.287 298.416 233.56 2377.64028
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K01482 414.872 82.1545 118.078 1369.31794
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01484 188.641 75.4416 84.2094 869.348711
K01485 347.355 219.182 104.648 1483.847
K01486 285.842 244.001 104.864 1413.35434
K01487 336.882 203.657 237.377 1662.80337
K01488 461.018 316.058 224.466 2040.94458
K01489 788.768 960.792 165.727 3260.60124
K01491 1488.34 866.389 885.387 4940.63891
K01494 2314.1 546.938 369.595  4846.8472
K01495 1496.09 815.084 465.363  4434.3778
K01496 480.135 129.034 174.71 1672.79575
K01497 396.512 122.422 199.447 1559.35091
K01501 449.47 115.381 134.173 1525.19929
K01507 1422.31 537.819 320.327 3819.87962
K01512 699.173 175.605 112.465 1992.01506
K01515 1369.43 359.194 327.795  3518.7691
K01520 698.965 203.661 245543 2263.46511
K01523 242.728 66.9438 61.4524  912.04161
K01524 1661.99 714.881 829.252 4908.79446
K01525 241.303 41.705 102.375 932.926071
K01530 183.698 94.0115 35.0373 792.729841
K01533 1068.3 366.651 506.384 3386.40508
K01534 566.401 446.445 70.8818 2131.41979
K01537 1536.97 1162.86 608.759 5016.08166
K01546 468.006 316.38 410.837 2317.12196
K01547 257.119 229.833 79.4547 1285.73647
K01548 129.681 109.422 23.3313 680.003131
K01551 205.339 166.311 94.3289 1102.27404
K01555 445.857 238.685 132.889 1739.22484
K01556 897.091 336.752 409.018 2990.68734
K01557 251.022 85.7607 42.6696 927.476023
K01560 541.628 369.661 147.527 2126.50144
K01561 675.758 295.555 108.304 2150.22686
K01563 445.169 191.794 121.254 1636.823
K01576 199.29 85.1374 44.2459 827.422548
K01577 318.549 32.9576 32.897 910.706929
K01579 597.997 129.943 96.0667 1722.43143
K01580 140.939 93.8043 73.1646 785.080401
K01581 336.701 143.493 122.017 1361.72823
K01581 336.701 143.493 122.017 1361.72823
K01584 251.794 109.663 47.4317 988.808796
K01585 499.411 377.753 363.684 2398.54017
K01586 2143.09 1040.96 695.617 5636.01705
K01588 961.578 424511 547.798 3378.14153
K01589 1178.54 905.631 308.446 3943.93238
K01591 566.225 522.649 414.052 2773.83285
K01592 176.138 119.392 76.8467 919.143252
K01593 602.095 218.306 167.043 2016.07055
K01595 771.965 636.135 436.789 3258.08799
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K01596 2899.19 392.519 700.007 5563.47356
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01599 1270.6 451.166 3125.63 5593.45425
K01601 233.9 87.0328 50.5933 914.637112
K01607 762.821 462.148 446.231  3029.8593
K01609 921.21 291.3 431.984 2983.08319
K01610 1013.05 1286.07 422.124 4266.38257
K01613 704.105 386.872 284.414 2618.36401
K01619 625.676 281.782 211.773 2230.05691
K01620 1300.19 567.23 262.905 3628.93825
K01621 956.285 1393.2 225.398 4011.41908
K01623 583.636 235.311 413.697 2376.95429
K01624 433.989 311.071 147.124 1860.51056
K01625 1184.18 228.736 154.827 2819.94848
K01626 1178.42 626.772 282.369  3582.5421
K01627 1986.34 258.888 487.728 4254.56887
K01628 521.445 305.903 105.59 1921.57223
K01630 347.139 89.2764 1261.84 2569.18634
K01631 232.68 64.7121 33.3288  824.36061
K01633 443.572 177.497 98.5627 1566.26033
K01637 486.191 445.479 450.452 2586.75595
K01638 1296.43 588.346 706.872 4203.26702
K01640 900.467 623.187 324.147 3272.63428
K01644 1572.7 399.205 633.744 4192.35411
K01647 3419.24 1064.45 1639.85 7604.34035
K01649 5026.09 3066.03 1019.54 9740.82467
K01652 6265.98 2802.66 1898.56 10970.5109
K01653 977.864 966.581 316.707 3760.57771
K01654 513.544 103.531 73.7194 1492.02359
K01657 1773.85 1857.86 821.915 6107.85479
K01658 985.938 1760.22 1184.59 5420.38293
K01659 115.71 85.5801 228.244 984.034234
K01661 827.023 203.178 145.242 2284.85834
K01662 2258.69 1115.53 1308.05 6387.98332
K01665 611.515 114.748 1110.36 2931.39169
K01669 579.394 317.231 217.367 2222.70688
K01673 1579.96 678.357 512.288 4427.65258
K01676 605.94 313.594 208.069 2243.68264
K01677 145.571 416.713 25.5802 1227.57069
K01679 1417.84 714.683 698.444 4494.91038
K01681 8567.27 2639.85 2134.25 12075.8112
K01682 174.165 112.07 38.577 817.897163
K01684 2016.24 598.188 649.001 4954.89344
K01685 374.645 346.598 384.314 2169.04204
K01686 467.51 378.329 135.673 1997.77412
K01687 4810.17 2586.58 1071.7 9365.98475
K01689 2250.27 1668 831.438 6455.32531
K01690 389.727 110.514 129.147 1404.52279
K01692 2645.38 1084.2 585.494 6035.84277
K01693 1250.79 239.994 467.701 3371.92114
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K01695 1263.96 540.833 1015.04 4404.18649
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01696 1238.78 528.286 1376.37 4658.90872
K01697 1612.29 801.125 800.231 4924.60246
K01698 1604.94 646.753 442.989 4331.72263
K01703 2513.43 1350.03 2021.93 7349.50468
K01704 1226.59 347.008 981.706  4056.5263
K01706 393.102 187.897 162.544 1613.80194
K01709 255.722 116.49 273.92 1406.21609
K01710 4088.62 3549.79 1087.38 9424.82115
K01711 2515.7 727.083 961.981 5915.24684
K01712 11407.5 828.187 431.147  10089.226
K01714 5559.2 1156.1 1058.14 8696.94915
K01715 1881.59 605.658 1179.95 5332.71385
K01719 278.028 146.392 454.271 1750.73052
K01720 372.003 115.819 172.256 1458.90721
K01721 421.354 159.634 76.8895 1453.49001
K01724 1009.55 579.789 213.806 3201.09246
K01727 10.9522 8.08722 1373.83  1730.3166
K01733 2756.42 1177.57 1396.92 6981.77036
K01734 137.953 139.324 90.0133 902.349782
K01735 1783.49 350.309 296.409 3930.13872
K01736 1150.8 656.883 538.753 3919.75925
K01737 1175.58 488.783 300.197 3425.79537
K01738 3235.93 2193.87 528.024 7405.91519
K01739 1328.27 706.524 903.143 4585.20421
K01740 6084.65 477.388 231.084 7276.59884
K01744 1037.16 664.353 348.23 3540.46239
K01745 1116.41 722.366 654.231 4086.11096
K01749 1365.53 443.257 329.365 3637.34713
K01750 360.057 152.802 57.4046 1293.65739
K01752 784.523 378.32 275.628 2710.24974
K01754 3775.18 1636.41 1336.53 8178.62453
K01755 1783.36 622.941 881.154 4980.44771
K01756 1638.99 742.615 1067.79 5139.343
K01758 1223.55 419.431 1597.89 4655.17578
K01759 968.047 477.745 208.106 3001.97105
K01760 633.335 183.877 169.867 2009.00807
K01761 692.705 322.576 191.264 2362.07186
K01768 13078.4 2237.15 1636.3 12839.5722
K01768 13078.4 2237.15 1636.3 12839.5722
K01770 468.51 191.022 81.8326 1599.20058
K01772 1101.62 419.8 544.054 3551.40162
K01775 1094.01 379.374 330.92 3211.41358
K01776 1524.44 352.774 263.851 3598.21566
K01777 254.335 105.562 95.2473 1084.31704
K01778 770.543 334.787 174.084 2466.40257
K01779 532.975 234.422 366.596 2233.04271
K01781 211.456 86.5056 51.3685 870.753732
K01782 905.599 395.222 357.925 3020.98417
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K01783 1308.06 534.449 1142.23 4561.52534
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01784 6163.3 5576.26 1892.39 12100.1239
K01785 1032.17 578.369 641.606 3785.68295
K01790 1549.78 555.368 386.404 4080.51754
K01791 1346.64 720.17 407.786 4075.33052
K01796 598.113 370.173 613.306 2851.03407
K01799 655.311 109.231 112.836 1801.32484
K01800 383.215 197.79 134.542  1565.2216
K01801 104.392 102.636 56.1998 685.562459
K01802 1290.34 384.616 377.347  3528.4985
K01803 1725.22 456.941 391.545 4151.23635
K01804 171.579 187.37 78.0588 1038.53147
K01805 631.642 644.912 221.263 2758.26919
K01807 342.863 322.412 102.398 1637.98841
K01808 1711.76 3281.26 163.239  6120.2962
K01809 466.061 212.259 151.32 1760.76758
K01810 1443.74 688.791 454.651 4212.79016
K01811 686.946 265.99 344.822 2493.24746
K01812 213.185 121.033 150.895 1135.99092
K01814 908.024 378.488 202.941 2772.09812
K01814 908.024 378.488 202.941 2772.09812
K01815 155.017 76.5583 51.173  732.39497
K01816 733.966 260.798 225.215 2379.60315
K01817 437.258 238.004 173.598 1793.96427
K01820 172.703 113.667 157.178 1049.51538
K01821 360.635 53.6806 52.9298  1082.1052
K01823 198.364 73.4613 80.5897 877.685778
K01834 924.375 454.585 238.755 2958.96213
K01835 1138.75 328.646 230.519 3045.73985
K01839 618.719 262.677 426.212 2492.54464
K01840 1137.86 548.247 535.969 3762.80785
K01843 232.929 190.301 190.661 1370.37082
K01845 2733.54 1348 2022.61 7548.52256
K01847 421.583 295.106 300.134 2055.00426
K01848 3834.38 928.007 1509.77  7688.5145
K01849 519.858 431.616 221.885 2303.40402
K01854 1411.98 356.557 333.515 3573.28643
K01856 177.449 121.705 15.2606 785.553978
K01857 686.235 143.951 49.3439 1787.26553
K01858 1357.12 569.884 668.671 4211.80823
K01866 1106.7 629.551 666.552 3974.53446
K01867 1669.16 555.889 1407.7 5222.01444
K01868 2913.51 1128.25 1770.68 7337.93083
K01869 4794.17 2021.19 2080.45 9699.34092
K01870 3163.66 2051.82 1456.2 8110.54485
K01872 3290.87 1843 1344.77  7972.2668
K01873 3703.13 1520.96 3344.75 9145.64613
K01874 2574.2 892.488 985.146 6178.40806
K01875 2111.82 971.338 1790.06 6443.90394
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K01876 3157.18 961.821 1742.64  7355.2957
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01878 720.848 201.151 461.432 2587.43944
K01879 1424.54 534.002 728.465 4308.99457
K01880 1109.32 573.631 325.065 3488.58621
K01881 1993.21 762.275 956.155  5440.3369
K01883 2374.4 974.118 1033.28  6122.6537
K01885 4447 .45 1307.74 2009.59  8837.8884
K01886 2544.18 599.176 881.723 5709.30717
K01887 1446.57 921.357 762.66 4829.70425
K01889 9597.88 564.246 702.45 9528.81671
K01890 1957.13 960.089 799.586 5470.47657
K01892 2210.64 612.217 383.133 4847.60888
K01893 1506.07 603.179 374.813 4076.19897
K01894 425.56 257.479 191.493 1835.79601
K01895 4094.98 2671.53 2319.87 9796.94122
K01897 8669.74 3973.66 3062.83  13282.168
K01899 336.911 0 0 753.416034
K01902 3324.58 706.009 1469.83 7012.16147
K01903 2041.86 908.452 721.78 5422.02011
K01904 102.611 182.504 354.158 1323.38834
K01907 1128.23 337.84 178.63  2963.1341
K01908 701.742 663.89 150.94 2771.39973
K01911 336.165 94.7848 42.761 1105.16173
K01912 1104.18 768.762 434.8 3865.89937
K01915 6087.69 2287.61 1984.1 10599.5192
K01916 970.042 396.816 189.579 2861.25646
K01918 1517.69 720.707 238.179 4037.86926
K01919 796.434 216.197 367.17 2600.76755
K01920 435.679 194.839 141.006 1661.63175
K01921 1686.02 1046.81 1679.8  6000.1772
K01923 2313.97 2604.52 599.852 6942.67265
K01924 1248.24 752.982 888.355 4528.19635
K01925 902.593 525.26 571.734 3463.48392
K01926 358.384 199.56 316.018 1809.88817
K01928 1962.06 725.639 1377.13 5722.17882
K01929 1267.38 645.919 343.48 3803.40071
K01933 1124.72 665.267 365.414 3678.40662
K01934 371.072 224.675 112.801 1550.53985
K01935 173.098 91.8232 103.222 908.792369
K01935 173.098 91.8232 103.222 908.792369
K01937 4568.3 1014.95 1523.15 8308.65687
K01938 833.752 304.486 178.233 2516.80781
K01939 2447.06 834.884 767.208 5784.87193
K01940 1882.11 642.399 506.981 4707.15074
K01941 167.37 491.047 70.8725 1478.88823
K01945 2159.46 890.776 509.635 5282.51491
K01950 1512.11 830.896 454.654 4457.27484
K01951 8481.76 1066.77 989.324 9966.99508
K01952 5159.73 1776.4 1960.36 9670.60011
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K01953 28349.1 3653.16 3341.23 14911.4571
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K01955 6084.19 1975.2 3272.99 11015.2444
K01956 2111.85 621.184 1158.87 5571.42115
K01958 1359.24 297.788 238.41 3282.14732
K01961 2799.03 1562.99 2861.77  8237.8817
K01962 958.032 483.757 553.584 3462.23407
K01962 958.032 483.757 553.584 3462.23407
K01963 1352.98 338.954 351.034 3500.86109
K01965 454.459 262.884 208.13 1920.13487
K01966 3234.31 1042.27 2261.6 7820.40927
K01968 1990.19 662.415 232.139 4471.94894
K01969 888.032 436.852 460.139 3189.12234
K01971 9321.72 3044.4 1895.97 12454.4225
K01972 2204.28 821.636 887.579 5655.93207
K01974 206.888 172.919 57.4253 1042.21594
K01975 543.46 226.286 150.812 1909.66835
K01989 14360.2 14983.1 2385.58 15535.3637
K01989 14360.2 14983.1 2385.58 15535.3637
K01990 30155.2 8467.81 7002.63  16736.507
K01991 1570.94 591.896 493.946 4288.02533
K01992 15814.8 5979.71 1909.05 15151.8136
K01993 312.574 311.705 159.879 1669.90066
K01995 7827.33 4894.05 3327.37 13406.8849
K01995 7827.33 4894.05 3327.37 13406.8849
K01995 7827.33 4894.05 3327.37 13406.8849
K01995 7827.33 4894.05 3327.37 13406.8849
K01996 12036.6 1985.92 3216.88 13265.0044
K01997 4687.29 1939.27 977.348 8754.45385
K01997 4687.29 1939.27 977.348 8754.45385
K01998 3688.93 1624.03 970.66 7791.21349
K01999 5177.18 2616.9 1659.11 10075.1463
K02000 353.834 1155.71 109.5 2670.46855
K02001 465.983 95.5887 49.7457  1346.8658
K02001 465.983 95.5887 49.7457  1346.8658
K02002 300.67 180 108.57 1338.00965
K02003 8031.94 2202.69 5754.93  12772.713
K02003 8031.94 2202.69 5754.93  12772.713
K02004 14139.4 6322.96 6507.71 16416.0298
K02005 1480.98 596.541 584.286 4297.53884
K02010 2072.03 1124.94 1309.59 6213.00082
K02011 3068.6 841.232 383.332 5899.39767
K02012 1899.28 894.8 743.356  5282.2109
K02013 1861.16 858.237 1199.17 5625.28867
K02014 9222.75 4353.69 477152 14203.7704
K02015 1664.19 765 844.056 4984.69553
K02016 2126.97 1151.77 415.862 5403.07002
K02017 422.994 364.322 194.274 2001.77631
K02017 422.994 364.322 194.274 2001.77631
K02018 593.85 229.244 564.627 2567.55708
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K02020 641.551 311.174 183.957 2255.51134
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02021 170.184 193.65 28.3398 937.120582
K02022 180.313 837.138 62.294 1912.06331
K02025 4834.94 2009.5 1485.35 9322.33948
K02025 4834.94 2009.5 1485.35 9322.33948
K02026 6145.09 2328.9 1105.91 10018.1019
K02027 3629.63 1922.77 1157.78  8148.8208
K02028 2172.96 3787.09 810.719 7668.46254
K02028 2172.96 3787.09 810.719 7668.46254
K02029 2279.1 747.185 495.92 5221.32396
K02029 2279.1 747.185 495.92 5221.32396
K02030 1775.06 760.343 349.13 4531.48108
K02031 3177.09 8905.17 1241.23 10257.9481
K02031 3177.09 8905.17 1241.23 10257.9481
K02031 3177.09 8905.17 1241.23 10257.9481
K02032 3106 5390.4 2025.23 10072.8824
K02033 9744.86 34430.5 5315.4 8782.37439
K02033 9744.86 34430.5 5315.4 8782.37439
K02034 9669.46 10711.8 3299.37 15046.3899
K02035 10808.9 5627.99 3920.94 14932.3349
K02036 2984.87 685.612 506.935 5804.15903
K02037 1974.09 740.266 515.195 4930.85125
K02037 1974.09 740.266 515.195 4930.85125
K02038 1463.26 476.274 397.763  3890.6411
K02039 1682.03 582.082 520.715 4432.07089
K02040 1955.29 1221.52 705.877 5634.41978
K02041 103.793 180.596 69.2155 859.606031
K02042 162.491 250.614 88.8229 1148.56142
K02044 1180.37 169.239 113.441 2637.38003
K02045 652.619 330.899 200.493  2329.5487
K02046 1073.22 346.991 802.675 3689.50216
K02047 813.302 380.847 177.848 2602.44725
K02048 1135.92 445.985 349.576 3385.98653
K02049 3513.53 1077.85 1259.08 7405.84311
K02050 3267.21 1076.69 878.923 6871.05779
K02050 3267.21 1076.69 878.923 6871.05779
K02051 4081.36 1953.09 1163.03 8512.09046
K02052 670.087 898.345 1572.54 4475.46295
K02053 1283.06 306.38 272.531 3254.86788
K02053 1283.06 306.38 272.531 3254.86788
K02054 858.489 266.082 95.8922 2343.77333
K02055 1448.94 1712.26 183.825 4833.70634
K02056 3780.86 1480.85 540.437  7291.3799
K02057 2688.15 1047.59 679.846 6142.21982
K02058 949.215 296.879 152.618 2620.80861
K02065 2504.64 592.453 8083.61 7978.09965
K02066 2250.85 838.027 967.13 5795.26294
K02067 1829.97 750.794 817.857 5122.41915
K02071 118.383 239.539 259.935 1323.07145
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K02073 146.623 97.2158 61.8019 780.784018
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02075 413.74 89.8204 22.8215 1183.16598
K02077 427.083 217.951 271.342 1896.27642
K02078 2137.33 2071.42 557.667 6361.05409
K02083 315.641 96.7856 54.1349 1097.34767
K02108 1111.21 484.949 256.454 3274.53598
K02109 1135.88 309.183 167.424 2910.20572
K02110 481.933 317.443 98.05 1860.71334
K02111 2892.97 1762.99 944,918 7233.04932
K02112 1867.75 963.103 1069.93  5635.0081
K02113 1313.27 413.089 263.721 3437.32665
K02113 1313.27 413.089 263.721 3437.32665
K02114 1424.61 430.191 210.983 3513.31391
K02115 1634.79 533.033 411.678 4180.32611
K02116 251.218 39.8051 70.6918 884.861599
K02160 1085.28 153.871 399.825 2925.54222
K02168 340.811 94.1398 89.235 1209.88941
K02169 300.859 32.5235 12.8834  825.70077
K02170 277.138 40.0341 3.19395 770.599732
K02182 660.581 333.858 96.829  2164.7425
K02192 152.456 56.4176 64.3884 710.600892
K02193 584.399 888.253 583.953 3447.38277
K02194 204.116 141.244 162.636 1176.83386
K02195 903.657 294.26 479.41 3023.18265
K02196 476.197 30.1533 82.759 1284.73132
K02197 785.849 126.96 198.924 2176.99036
K02198 797.539 551.966 557.425 3334.78735
K02199 1168.94 587.63 597.379 3924.13037
K02200 255.321 241.807 133.971 1405.26136
K02201 98.8898 422.269 3.2967 1068.10805
K02204 495.231 84.9412 61.5512 1398.42722
K02217 258.472 98.5866 46.1019  976.23542
K02221 350.694 275.56 213.707 1770.35142
K02224 187.624 65.7572 157.396 980.467916
K02227 365.285 87.6927 64.7539 1190.41697
K02230 362.242 235.229 149.62 1618.81581
K02231 267.158 122.66 8.91954 947.561667
K02232 463.585 394.222 140.354 2022.68399
K02237 347.176 139.044 101.995 1334.80071
K02238 970.152 564.162 547.845 3578.24143
K02258 460.066 130.92 331.947 1881.53156
K02259 861.101 390.598 207.318 2731.86943
K02274 2076.49 1724.47 1628.67  6990.4043
K02275 1722.42 1133.14 630.092 5218.04097
K02276 1092.43 529.831 1047.76  4203.25357
K02277 751.146 129.103 66.6021 1891.68109
K02278 353.471 137.363 120.958  1378.2206
K02279 519.451 337.058 226.272 2171.65203
K02280 897.743 770.931 1196.13 4368.87425
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K02282 2878.53 438.386 233.145 5021.12236
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02283 3569.75 843.86 1111.93 7078.04007
K02283 3569.75 843.86 1111.93 7078.04007
K02291 497.652 236.886 94.815 1751.25192
K02298 885.345 108.681 73.6269 2056.18175
K02299 309.417 89.9709 112.226 1188.08034
K02301 1446.45 484.319 332.109 3793.29378
K02302 338.614 76.2023 113.943 1215.14613
K02303 311.821 144.738 68.6226 1215.29001
K02313 3064.24 1135.09 814.494 6697.66358
K02314 2082.1 1544.74 1085.24 6421.63661
K02315 169.932 105.867 53.2074 829.551019
K02316 1107.57 1193.77 434.002 4317.25829
K02335 3821.6 2263.98 2369.39 9358.48975
K02335 3821.6 2263.98 2369.39 9358.48975
K02337 5360 1826.83 1562.61 9566.66184
K02338 1651.13 824.545 1021.29 5205.41346
K02339 120.233 86.2773 67.1036 710.993285
K02340 621.195 193.718 144.508 1964.26564
K02341 6265.09 345.222 274.923 7250.99581
K02342 1063.84 894.262 338.381 3826.73987
K02343 1710.65 872.359 1644.36 5817.64776
K02346 1799.64 706.728 486.255 4672.22255
K02347 994.893 758.952 330.259 3572.34842
K02355 7969.09 2885.7 3036.13 12429.9769
K02356 1514.29 446.366 835.484 4403.88703
K02357 1186.59 507.815 560.822 3800.20708
K02358 5225.97 664.378 1530.79 8341.84275
K02361 248.375 24.1539 13.4401 706.295928
K01093 237.511 96.4783 418.634 1529.74688
K02371 452.779 201.11 127.026 1676.37971
K02372 2499.33 452.477 862.764 5455.18146
K02377 476.203 556.032 1904.38 3988.11745
K02379 414.682 551.359 185.98 2233.05033
K02380 457.682 99.0216 29.1052 1292.17588
K02388 207.168 62.6278 21.1954 738.894306
K02389 506.236 107.304 39.995 1414.80432
K02390 1258.22 163.85 102.546 2703.89403
K02391 204.064 97.2453 23.2216 812.026189
K02392 571.361 271.304 156.459  2037.7467
K02393 136.699 365.217 38.1462 1163.83645
K02394 289.837 180.539 103.331 1308.94294
K02396 435.217 168.188 58.3919 1454.12085
K02397 209.301 57.4307 33.4889 761.895376
K02400 400.258 377.037 293.457 2133.101
K02401 402.187 125.982 49.014 1298.04873
K02405 797.385 362.562 193.797 2579.07951
K02406 827.227 328.55 216.111 2606.01388
K02407 1087.48 119.996 65.0718 2330.99966
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K02408 134.294 139.314 310.505 1254.82629
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02409 626.529 325.958 99.3563 2105.76577
K02410 499.348 112.69 130.649 1596.02067
K02412 415.538 179.734 55.8179 1435.91032
K02416 254.583 94.4024 58.2754 986.887095
K02417 332.986 29.6023 28.9786 918.894494
K02419 560.119 219.335 155.084 1931.72066
K02420 317.668 88.3829 160.631 1286.03555
K02421 638.112 44.9329 243.879 1854.76658
K02426 446.017 224.387 55.3768 1564.22737
K02427 632.371 221.504 150.162 2039.19893
K02428 1043.45 374.051 276.277 3059.66884
K02429 397.65 176.097 122.063 1529.37362
K02431 260.047 63.8675 9.75377  814.14545
K02433 6110.95 1468.59 1746.91 9827.42813
K02434 2202.18 972.103 1467.93 6308.796
K02435 566.856 157.532 148.159 1821.01638
K02437 3499.84 1866.72 478.197 7316.70806
K02438 648.931 44.913 28.0705 1474.64371
K02440 270.816 217.66 78.952 1290.25139
K02444 99.356 68.5609 379.873 1127.18953
K02446 544.849 367.226 224.62 2254.92919
K02450 433.704 275.339 560.094 2378.42752
K02453 619.843 340.301 1017.98 3246.91713
K02454 1353.94 1081.81 1431.39 5475.22388
K02455 696.67 276.061 198.092 2306.17418
K02456 848.61 293.468 189.658 2539.23952
K02469 4080.29 1833.19 2237.24 9160.10422
K02470 7373.59 6821.13 2574.81 13402.7374
K02471 251.822 227.239 199.042 1484.37793
K02472 187.07 80.9792 317.878 1260.43264
K02473 199.712 78.8179 165.981  1048.3092
K02474 518.826 140.086 195.325 1790.97371
K02477 2699.52 1191.14 1559.86 7065.11252
K02478 1083.88 656.862 540.432 3835.96762
K02479 11171.2 1651.5 2014.34 12173.9913
K02480 476.527 223.59 982.479 2800.19242
K02481 3125.17 1424.87 2057.37 7976.69208
K02482 336.779 133.369 76.3959 1255.03746
K02483 8807.07 2070.77 7885.26 13163.3946
K02484 500.868 656.619 430.121 2860.29743
K02485 1436.56 648.344 730.136 4470.23904
K02486 1255.51 538.913 469.04 3816.77281
K02488 1412.4 398.203 860.601 4241.72915
K02491 138.646 233.771 108.863 1107.75133
K02492 838.303 373.241 624.033  3221.9179
K02493 1735.02 693.491 341.713 4398.87628
K02495 179.795 95.9867 49.9487 822.821681
K02499 412.311 118.009 116.202 1434.77591

201



K02500 975.732 370.612 204.881 2855.42089
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02501 736.537 261.29 253.047 2426.85968
K02502 224.225 105.743 42.8978 916.846387
K02503 1900.69 556.338 784.535 4924.73216
K02510 936.466 290.158 231.433 2721.58676
K02517 909.227 268.215 229.108 2645.78259
K02518 1611.91 255.537 578.804 3954.53208
K02519 2277.48 1026.86 875.508 5937.07203
K02520 1580.82 318.572 215.327 3536.10266
K02523 992.867 915.043 274.288  3664.3455
K02525 36.0421 124.132 325.581 1008.51311
K02527 439.858 369.654 243.922 2116.31594
K02528 1186.01 417.485 447.421 3537.70468
K02529 5408.29 3769.45 1453.3 10689.9504
K02533 856.824 193.484 89.6142 2207.05565
K02535 4325.91 229.679 537.132 6232.52904
K02536 660.13 410.053 233.407 2509.51258
K02548 145.14 130.906 53.3086 826.229027
K02549 618.063 163.566 575.928 2503.05729
K02551 922.171 109.792 27.6013  2006.6191
K02554 366.004 84.5627 44.4035 1140.76898
K02556 1068.45 107.069 135.456 2415.80272
K02557 721.963 330.512 134.719  2321.2352
K02558 741.851 271.333 177.092 2330.69247
K02563 998.236 274.504 372.226 2981.95764
K02564 979.984 374.384 208.747 2872.83852
K02567 183.413 51.7564 29.1905 685.698247
K02575 435.235 203.048 129.479 1654.66119
K02584 468.479 4465.63 1374.83 6334.59915
K02600 1489.47 726.896 818.069 4716.55423
K02601 1577.15 382.263 345.196 3818.14505
K02609 664.668 192.139 121.128 1985.78653
K02610 451.998 63.8163 66.9955 1292.47527
K02611 313.405 170.069 135.936 1393.57376
K02612 334.133 121.683 26.6827 1117.34225
K02613 548.394 336.401 142.867 2079.40483
K02614 399.135 273.456 66.6223 1589.10046
K02618 550.317 313.929 195.222 2136.34852
K02619 230.763 26.8142 39.8684 745.191496
K02621 897.495 655.29 453.707  3479.8653
K02622 730.805 308.627 244.47 2480.64042
K02624 467.948 179.281 70.007 1553.39199
K02636 367.457 128.964 130.817 1404.77188
K02650 97.1803 62.9184 103.909 680.400392
K02651 1090.5 346.784 212.594 2983.23652
K02652 2336.01 1327.07 7365.45 8587.96965
K02653 1887.83 859.408 1749.18 6065.30435
K02654 974.627 544.166 127.332  2962.7558
K02655 328.898 58.6865 41.3695 1010.81257

202



K02657 175.152 147.685 3512.94 3596.24783
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02658 380.986 138.765 417.251 1875.89153
K02660 289.088 93.9042 109.101 1152.73884
K02662 740.848 321.893 290.002 2583.47395
K02663 191.535 202.777 79.3023 1109.36058
K02664 152.078 161.911 106.638 1007.02502
K02666 637.801 176.643 274.289 2166.84135
K02667 930.974 323.525 371.674 2967.56514
K02668 560.533 155.051 196.358 1887.31165
K02669 8379.68 1138.08 2044.19 10778.3505
K02670 424.497 354.674 75.3101 1776.12131
K02672 135.085 90.478 41.9572 698.013023
K02674 419.19 188.284 127.624 1598.20516
K02687 553.084 348.498 260.528 2295.00625
K02688 43.569 62145 14.7984 19493.8309
K02774 293.454 0 0 673.835421
K02793 240.706 178.514 87.8764 1181.79342
K02793 240.706 178.514 87.8764 1181.79342
K02805 230.889 88.2812 137.351 1081.04062
K02806 419.581 318.674 197.19 1931.78179
K02822 0 344.186 0 667.714977
K02823 145.647 177.704 28.5686 857.096983
K02824 140.804 33.3334 284.261 1004.79271
K02825 506.851 159.749 129.281 1695.67624
K02834 1040.84 246.837 323.04  2925.7719
K02835 2237.59 673.808 2804.37  6795.3061
K02836 1667 757.064 439.149 4528.09882
K02837 1511.53 292.469 2133.75 5154.1
K02838 3003.98 1355.61 506.137 6517.42624
K02841 197.373 155.637 60.9384 998.901862
K02843 521.009 198.612 227.856 1952.41051
K02849 523.321 57.6613 93.2645 1448.47973
K02851 619.858 368.735 194.91 2327.24492
K02860 920.969 411.244 169.986 2783.05576
K02862 366.375 44.9144 22.3622 999.844715
K02863 1338.37 1850.72 374.894 5094.10181
K02864 1098.8 397.79 562.011 3537.27669
K02867 700.18 1493.8 278.913 3819.26492
K02871 2471.54 661.511 2091.96 6630.28729
K02874 1857.61 3962.44 308.995 6832.74576
K02876 1379.64 314.361 912.15 4127.59342
K02878 875.933 234.206 269.915 2605.86211
K02879 1189.7 2116.87 261.799 4950.23494
K02881 1068.3 224.191 277.995 2859.17481
K02884 870.966 531.964 477.261 3315.89897
K02886 1757.35 429.41 307.475 4032.60339
K02887 2207.39 403.65 264.012 4397.61934
K02888 837.451 659.141 854.731 3843.65304
K02890 864.229 154.819 723.597 3009.27337
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K02892 993.249 386.907 165.09 2837.18554
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K02895 1189.26 3898.79 170.265 5821.98759
K02897 1008.25 285.451 948.247 3650.58645
K02899 1050.4 603.819 904.075 4111.35065
K02902 729.385 734.671 191.346 2964.85085
K02904 1022.03 182.652 198.098 2603.61582
K02906 1360.98 401.699 354.2 3607.27054
K02907 563.03 400.713 150.687 2211.20831
K02909 974.483 397.362 358.544 3118.35156
K02911 335.391 262.925 102.934 1531.76196
K02913 673.368 222.396 192.737 2174.31142
K02914 447.589 154.823 93.9808 1522.85408
K02916 914.164 315.872 241.91  2747.4452
K02919 422.617 94.9014 56.5337 1287.35483
K02926 1455.48 364.358 266.943 3540.31378
K02931 2405.06 4108.85 611.323 7825.42617
K02933 2394.03 301.2 278.541  4446.3618
K02935 476.467 1929.21 135.853 3592.96609
K02939 976.334 494.204 367.663 3268.18358
K02945 1978.63 1099.25 1844.77 6475.38889
K02945 1978.63 1099.25 1844.77 6475.38889
K02946 619.304 210.328 1093.33  3104.2394
K02948 1329.65 262.358 1087.58 4145.56883
K02950 1041.32 720.148 1013.31 4343.32807
K02952 1289.61 270.921 1372.77 4345.70445
K02954 609.075 265.01 254.085 2242.98316
K02956 1546.29 324.139 484.639 3876.99058
K02959 1199.39 2377.39 830.028  5822.4379
K02961 1861.55 344.775 223.534 3896.02788
K02963 703.581 332.442 159.334 2339.99754
K02965 1151 157.367 154.709 2652.30567
K02967 798.895 381.452 537.27 3078.4511
K02968 441.447 297.709 154.095 1864.36119
K02970 437.307 113.57 199.53 1611.78305
K02982 989.48 273.054 906.616 3566.48221
K02986 1285.33 444.519 709.346 4000.95247
K02988 790.739 514.919 140.427 2692.99198
K02990 952.014 392.855 191.319 2834.09041
K02992 1186.65 363.037 895.163 3949.23858
K02994 2016.55 370.924 723.796  4726.3467
K02996 1038.48 169.813 1871.44 4207.07925
K03040 1911.27 629.208 652.438 4888.79345
K03041 59.0944 50.1755 574.034 1227.56437
K03043 3352.6 1951.63 1739.31 8391.43415
K03044 5.16351 0 546.218 899.973281
K03046 3733.93 1861.07 2357.74 8992.63229
K03060 597.332 229.584 146.989 1993.33917
K03070 3914.79 2804.36 2639.9 9912.20344
K03071 184.807 107.908 125.987 1008.18446
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K03072 1694.06 704.248 545.994 4626.14818
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03073 403.418 203.318 101.055 1548.18107
K03074 1337.78 482.151 306.936 3626.03248
K03075 881.41 123.976 162.61 2245.67213
K03076 2507.24 716.579 2258.32 6825.59398
K03079 4602.41  0.954198 0 5070.51526
K03082 632.453 87.2809 22.0618 1528.92178
K03086 5245.09 2696.32 2050.95 10418.5295
K03087 85.2336 855.937 42.8483 1679.65645
K03088 20299.5 10475.4 8704.86 17587.8009
K03089 3470.01 391.428 293.234 5533.95085
K03090 619.43 623.15 129.957 2559.80915
K03091 1421.1 47.4547 20.8327 2485.56439
K03092 1172.64 1494.28 603.58 4878.41496
K03098 334.979 63.5359 56.5831 1066.59012
K03100 3200.12 1029.85 1168.2 7029.72094
K03101 724.894 284.757 229.341 2411.21634
K03106 1758.67 2792.74 780.538 6684.43583
K03110 1737.07 810.328 314.885 4499.97135
K03111 1731.76 388.309 679.636 4403.64882
K03112 303.858 1.76056 14.7997  747.58762
K03113 164.524 78.5404 1308.87 2231.57266
K03116 710.997 320.342 288.086  2534.4715
K03117 355.456 49.1816 72.2534 1103.34128
K03118 1531.69 488.858 368.065  3947.2387
K03119 1428.19 631.533 376.751 4023.71148
K03124 651.095 82.4247 63.506  1642.3312
K03130 1247.72 770.964 908.626 4567.86235
K03147 1036.57 567.615 366.882 3443.79026
K03149 1463.93 654.535 333.291 4034.681
K03151 339.766 109.694 55.8444 1171.01584
K03153 265.54 128.78 146.854 1246.19579
K03154 350.781 353.957 54.0571 1601.95213
K03168 3653.19 1723.02 1414.48 8217.07874
K03169 521.991 296.748 139.707 1970.40821
K03177 1679.92 338.777 218.646 3682.88112
K03179 458.03 425.151 299.872  2309.6498
K03182 1728.89 670.61 367.526 4399.70978
K03183 1540.85 755.387 541.402 4509.33681
K03185 1477.39 226.001 122.474  3111.7068
K03186 713.273 275.722 185.39 2309.52374
K03188 979.811 153.182 39.1562  2195.6919
K03189 1128.92 223.189 79.3316 2600.80853
K03199 121.176 130.151 48.9342 762.276245
K03201 125.791 28.7351 484.792 1227.17246
K03204 158.479 81.6678 38.6013 722.306395
K03205 133.743 230.103 18.6094 896.640979
K03210 843.933 390.965 704.602 3343.55443
K03215 1029.55 467.352 333 3254.90948
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K03216 633.982 215.804 83.9862 1909.53703
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03217 1591.68 600.894 777.242 4638.14916
K03218 1254.02 235.043 518.181 3429.22373
K03231 31.8177 258.473 38.5797 743.835866
K03269 156.948 205.621 402.332 1548.86323
K03270 200.052 182.94 91.2256 1115.48559
K03271 640.536 266.32 401.86 2500.28863
K03272 1246.91 390.942 252.71 3307.84085
K03273 718.391 227.825 151.179 2180.69964
K03274 184.398 91.873 49.6859 823.249813
K03281 170.772 129.003 84.994 942.985191
K03282 4429.68 296.387 168.397 5900.97458
K03284 3741.12 1753.84 1321.79 8236.81249
K03286 686.518 425.948 86.8287 2318.98842
K03294 8986.86 2106.98 3501.07 12519.9973
K03296 5793.52 2716.96 3853.14 11563.0861
K03297 202.685 51.2622 23.2445  709.10417
K03298 103.648 64.4223 146.341 775.928635
K03299 264.123 149.866 47.8301 1090.98057
K03301 421.219 225.963 124.354 1660.80715
K03303 797.764 352.02 175.351 2533.54845
K03305 2283.83 716.665 766.653  5491.9861
K03306 3280.14 825.429 522.48 6231.87079
K03307 1246.09 607.252 644.818 4098.33367
K03309 57.9632 69.9456 181.91 737.643742
K03310 1085.55 45.6109 47.1508 2130.51484
K03312 247.496 156.541 83.1968 1145.74942
K03313 2048.21 405.934 245.755 4213.95854
K03316 846.599 672.255 258.089 3162.52691
K03317 492.034 206.216 271.943 1985.33238
K03319 177.215 234.958 153.536 1272.22893
K03320 2214.79 1558.81 536.794 6010.95571
K03321 802.014 368.694 461.795 2972.51825
K03322 443.85 351.104 144.68 1933.83636
K03324 193.931 275.177 44.6227 1161.13068
K03325 793.623 224.269 55.676 2101.04375
K03327 943.245 598.634 212.164  3133.6229
K03332 166.934 57.4519 71.9936 759.561992
K03333 675.959 243.41 145.775 2134.26276
K03335 448.989 249.849 154.688 1801.21502
K03336 1108.42 252.69 155.642 2764.90892
K03337 494.865 77.8053 81.9181 1424.53252
K03338 460.452 68.4389 174.825 1515.84629
K03342 185.77 90.7907 71.4882 870.317251
K03366 309.911 19.787 0 767.210892
K03381 104.025 126.35 37.4353 689.648613
K03385 182.598 124.027 101.506 990.044257
K03386 709.121 325.489 132.538 2290.73075
K03388 369.482 2.84091 1.02459 827.317363
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K03392 727.611 869.771 310.267 3296.51666
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03394 433.171 44.6868 15.0375 1095.37258
K03402 634.461 97.5512 49.8326 1619.08394
K03404 157.956 30.4078 83.4339 698.585873
K03405 790.505 396.611 297.7 2777.54184
K03406 2030.74 1334.31 796.162 5911.34562
K03407 1195.9 636.086 423.868 3809.54028
K03408 598.953 165.448 152.451 1893.18323
K03410 167.353 48.6475 61.396 717.897189
K03412 2880.21 1100 700.63 6387.49379
K03413 1336.21 291.709 971.888 4096.32315
K03417 638.059 218.263 107.798 1965.95218
K03424 1208.06 520.288 446.209 3704.84263
K03426 381.094 181.807 156.053 1570.97299
K03427 700.754 444.393 289.561 2702.79835
K03431 1270.75 583.82 331.382 3712.92057
K03432 299.498 69.0671 47.4671 993.979461
K03433 620.472 139.425 45,9358 1671.49233
K03437 636.716 169.187 184.696 2012.46348
K03438 815.352 319.664 414.553 2857.59446
K03439 843.235 184.947 505.247 2788.61991
K03442 395.258 103.549 174.247 1478.26258
K03446 822.709 631.259 821.415 3755.53291
K03449 219.326 86.4069 54.6816 893.505602
K03453 247.125 248.645 57.3415 1251.78821
K03455 1982.97 1017.52 1304.8 6009.32712
K03457 639.127 364.475 360.921 2595.32927
K03465 176.149 55.363 55.5245 739.347883
K03466 2821.69 1027.46 1100.21  6646.8719
K03469 1685.22 421.774 269.528 3887.80388
K03470 951.663 373.553 325.802  3007.8307
K03474 527.334 272.972 180.304 2010.65142
K03478 372.115 162.109 69.329 1357.30051
K03495 1459.97 529.994 893.831 4511.22658
K03496 3224.05 1395.96 2477  8266.6916
K03497 2480.08 907.068 1196.47  6292.0236
K03498 413.049 239.819 168.484 1747.21771
K03499 1054.76 554.671 395.587 3489.09455
K03500 1054.02 383.862 551.336 3446.51495
K03501 626.084 266.456 133.997  2075.5522
K03502 306.732 65.3482 37.719 976.844138
K03517 1522.95 524.241 1212.1 4860.21922
K03518 2405.47 1886.61 2849.95 8133.52138
K03519 1533.02 1009.56 243.256 4383.09676
K03520 8191.72 2116.99 2430.41 11738.6222
K03521 1140.63 409.171 219.305 3149.52293
K03522 1516.9 417.016 343.167 3796.74639
K03523 285.128 71.1246 78.6039 1037.64563
K03524 703.981 249.999 316.755 2453.40419
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K03525 1208.45 511.621 272.225 3456.94329
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03526 1562.14 599.448 1346.09 5110.15972
K03527 1244.33 1181.27 854.351 4944554
K03529 3181.96 1054.76 1136.39 7013.18316
K03530 1387.02 523.174 1076.08 4584.01769
K03531 1212.74 630.488 636.19 4076.51129
K03534 350.949 97.8376 51.1474  1156.7587
K03535 296.083 89.0471 35.9658 1004.13564
K03536 882.153 150.968 157.693  2289.7216
K03543 567.846 410.11 118.736 2175.28255
K03544 1909.87 1101.2 680.284 5441.96622
K03545 858.622 1452.68 615.456  4439.5312
K03546 484.828 303.841 126.056 1896.59652
K03547 319.459 68.6049 25.2533 977.270209
K03549 3536.13 1136.28 5459.7 9240.16183
K03550 1121.61 230.029 436.085 3153.32042
K03551 1180.26 663.758 375.893 3761.06151
K03553 1646.45 709.431 1373.88 5361.55215
K03555 1742.83 1231.01 636.267 5342.09334
K03556 1549.69 1970.94 447.02 5526.63749
K03557 198.999 48.6356 154.353 959.324485
K03558 642.712 146.502 118.813 1865.46295
K03559 1404.94 315.63 464.6 3675.07824
K03560 856.716 232.314 613.983 3015.85806
K03561 1461.37 291.754 523.948 3776.36004
K03562 756.067 227.864 200.608 2318.32212
K03563 222.454 294.529 69.5436 1303.04465
K03564 2284.31 908.975 1835.42 6577.22575
K03565 520.866 165.624 95.9395 1667.02285
K03566 850.488 380.046 202.184  2693.4506
K03568 1508.21 753.606 590.473 4526.75783
K03569 2518.15 1398.9 775.043 6422.89538
K03570 518.858 280.169 85.2075 1837.43563
K03571 307.684 112.875 67.5586 1143.85981
K03572 1522.5 690.779 509.542 4373.90407
K03574 1020.14 385.012 381.016 3191.41188
K03575 1323.86 437.373 312.211 3554.95426
K03576 105.186 70.2101 91.6904  691.70439
K03578 831.565 515.246 273.657 2965.13138
K03579 777.781 362.965 479.236 2950.96896
K03580 193.431 173.113 169.133  1224.9848
K03581 569.996 217.026 76.5535 1797.51454
K03582 329.354 71.906 36.8972 1030.72015
K03583 4373.88 108.761 26.3178 5253.83508
K03584 533.839 338.469 245.406 2226.38843
K03585 1529.31 978.898 939.58 5160.64771
K03587 1099.45 742.749 509.584 3922.16724
K03588 2112.43 609.816 600.424 5012.91477
K03589 823.341 233.298 147.904 2335.62619
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K03590 1347.99 622.865 714.255 4316.89961
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03592 782.466 318.683 378.864 2762.25804
K03593 1265.7 1120.92 826.698 4884.30979
K03594 1465.53 364.051 579.44 3956.62102
K03595 1684.14 461.816 313.846 4006.73689
K03596 4069.98 1120.63 1942.02 8352.49532
K03599 185.488 59.9756 41.6529 738.327976
K03601 729.495 488.142 251.629 2749.14922
K03602 540.962 143.955 127.017 1717.12228
K03605 271.555 59.4472 6.95408 817.732125
K03606 1480.8 372.296 395.133 3760.33421
K03608 162.864 136.667 119.94 1007.56579
K03609 286.71 165.253 142.924 1347.72355
K03616 223.131 63.3139 2.5 718.160552
K03621 1144.13 474.62 1215.17 4339.23187
K03624 1452.66 445.557 194.408  3541.0908
K03625 2062.64 846.398 300.472  4862.2603
K03628 3621.91 947.703 3239.23 8494.30703
K03629 4797.79 406.479 276.435 6480.50465
K03630 969.215 456.628 210.286 2978.01607
K03631 1616.34 823.213 544.109  4675.6084
K03634 225.061 104.511 132.349 1094.04976
K03635 507.536 402.049 74.343 1981.52876
K03636 981.053 511.324 178.808 3017.03861
K03637 1090.12 472.972 373.577 3396.97958
K03638 209.251 219.869 139.328 1287.44983
K03639 2550.77 1559.25 508.647 6297.819
K03640 1653.41 372.02 775.217 4394.01614
K03641 5926.8 4981.1 2527.12 12141.4676
K03642 3263.75 269.244 209.916 5055.88759
K03643 515.134 57.3703 37.2674 1316.34239
K03644 1467.8 721.717 1041 4896.01606
K03646 200.615 82.104 55.9414 849.568497
K03648 475.483 431.664 123.639 2065.87284
K03649 261.504 263.556 82.341 1355.58744
K03650 888.017 762.598 450.641 3590.88504
K03651 386.686 139.937 52.5471 1305.75347
K03652 786.375 271.263 388.682 2706.30936
K03654 12198.9 1235.83 1726.04 11890.7631
K03655 1943.98 1350.96 585.995 5611.2619
K03656 138.457 57.7424 156.851 857.305606
K03657 5495.11 1867.35 1730.73 9795.49133
K03664 1425.11 320.983 214.382 3358.82764
K03665 1283.54 590.511 706.598 4190.01828
K03666 453.371 199.489 152.233 1719.11538
K03667 3863.87 412.165 2672.69 7772.35441
K03669 158.59 114.118 28.4009 764.817578
K03670 331.243 290.448 143.316  1641.9818
K03671 1835.86 819.456 894.143  5282.2693
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K03672 197.412 98.4736 129.732 1021.62287
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03673 230.16 256.488 195.216 1484.52875
K03676 881.151 138.375 542.127 2800.00737
K03684 848.247 346.966 484.751 3033.90004
K03685 1136.09 551.406 284.683 3436.41716
K03686 2664.76 1238.36 1650.28 7142.95769
K03687 1026.1 569.01 388.176 3460.24641
K03688 906.836 420.774 559.107 3311.67312
K03690 150.686 24.8148 86.2424 674.038086
K03694 1225.44 950.8 652.43 4477.78171
K03695 3371.99 3115.98 4711.14  10404.318
K03696 4531.84 2350.88 6772.31 11112.3418
K03699 1224.92 1150.69 283.888 4219.27141
K03701 6548.82 4706.05 4021.48 12975.1522
K03702 2859.23 1875.83 1442.71 7709.46953
K03703 3544.3 1003.58 726.988 6863.82068
K03704 15328.6 2255.62 1867.36  13406.4419
K03705 1759.14 395.836 264.231  3923.6394
K03709 739.346 440.076 167.023 2562.51276
K03710 878.217 258.882 166.727 2486.99024
K03711 1046.49 1125.93 686.995 4467.05513
K03718 223.648 29.9579 21.0397 693.429164
K03719 2027.91 436.173 553.476 4642.94839
K03722 1036.15 795.804 376.461 3732.41631
K03723 3565.79 1898.51 851.858 7801.96633
K03724 3477.93 1629.65 1091.18 7740.71194
K03727 143.072 70.9923 58.3373 710.111518
K03733 1288.41 457.747 1422.65 4660.09382
K03734 984.033 255.885 128.145 2558.75442
K03735 153.539 15.1129 504.76 1275.22714
K03737 263.373 482.732 155.135 1817.17767
K03738 918.823 162.746 75.2554 2208.92553
K03741 2198.53 437.918 657.324 4934.24976
K03742 720.784 339.468 901.485 3289.03001
K03743 896.752 212.825 132.809 2376.70593
K03744 1686.26 477.74 691.051 4491.84231
K03750 1076.34 597.824 306.477 3450.586
K03750 1076.34 597.824 306.477 3450.586
K03752 452.666 174.16 183.137 1725.25116
K03761 435.544 236.401 170.988 1784.02077
K03762 636.283 656.012 799.551 3490.52538
K03765 72.3444 70.5659 139.229 702.293735
K03767 625.417 225.563 157.353 2047.83456
K03768 1207.84 422.922 1094.25 4244.75404
K03769 1403.19 202.21 183.927  3090.4022
K03770 932.037 574.238 463.289  3437.4667
K03771 963.517 89108 791.026  45021.395
K03772 384.537 179.446 548.912 2118.93801
K03773 726.76 90.9493 38.6388 1718.20638
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K03775 300.132 67.3083 85.4381 1070.85528
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03778 126.429 78.708 52.3333  677.19824
K03781 693.411 402.49 254563  2580.8273
K03782 1550.89 750.614 867.084 4863.25654
K03783 700.159 192.85 256.184 2262.46925
K03786 1232.71 220.729 183.137 2914.64487
K03787 1305.6 677.809 734.229  4354.3242
K03789 465.207 469.652 199.099 2230.53421
K03790 1009.4 259.419 253.335 2803.59799
K03793 183.255 37.2429 119.74 838.112364
K03797 2061.88 1429.54 1032.5 6254.08727
K03798 3360.04 2652.72 1989.29 9036.12518
K03799 1375.85 578.373 503.55 4055.85451
K03801 1121.2 301.695 515.986 3367.53485
K03802 934.725 338.534 246.011 2816.35845
K03808 198.505 66.6004 8.52508  695.34402
K03809 237.716 130.277 63.0642 1035.91801
K03810 257.047 115.886 136.616 1186.71504
K03811 121.461 71.5521 71.9829  692.25467
K03814 305.741 422.205 154.445 1811.49455
K03820 1057.54 399.362 493.141 3404.05116
K03821 1373.99 706.858 558.86 4278.02351
K03823 2030.81 388.317 395.831 4382.42083
K03824 352.94 100.027 87.892 1241.05337
K03827 279.517 43.3623 7.15917 795.872819
K03828 276.08 20.5122 3.59632 719.807805
K03829 346.023 75.0943 59.9947 1119.21804
K03831 99.394 148.592 344.257 1240.48402
K03832 1618.42 555.866 1034.35 4856.56789
K03833 1595.34 305.457 178.032 3471.791
K03841 1128.11 185.147 571.793 3248.54961
K03856 821.229 417.129 686.963 3330.26501
K03867 104.069 156.898 61.3922 800.806898
K03885 2419.17 976.947 936.96 6079.62945
K03891 162.999 152.046 62.3762 923.985064
K03892 1301.73 460.665 638.033 3965.99873
K03921 118.008 97.9059 65.5587 726.919962
K03924 4889.72 1638.56 3371.99 10083.3632
K03925 562.696 261.303 295.084  2224.9749
K03926 877.248 303.802 212.714  2632.4426
K03929 990.092 455.721 278.16 3108.28182
K03932 126.804 110.504 78.3766  798.499655
K03969 762.15 285.574 236.718 2478.23832
K03973 321.23 64.7319 41.425 1010.6194
K03974 194.213 39.341 1548.53 2385.48558
K03975 766.069 233.571 180.724  2309.9323
K03976 408.955 37.126 24.4282  1060.3141
K03977 1521.34 726.174 617.941  4540.7326
K03978 724.887 3692.48 161.674  5083.6432
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K03979 1133.69 405.354 380.912 3368.01213
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K03980 1204.49 815.34 479.182 4101.89166
K03981 736.588 42.3345 39.8024 1626.95276
K04027 320.477 252.134 119.992 1518.93003
K04028 418.735 68.5154 91.9451 1296.92691
K04042 1750.04 728.299 636.341 4819.01591
K04043 5891.24 1469.17 2883.96  10334.738
K04045 241.329 150.818 106.488 1168.25962
K04047 363.423 531.471 119.568 2002.82322
K04063 1414.89 312.507 568.356 3806.51349
K04065 431.946 235.453 181.961 1794.62817
K04066 1250.11 562.462 931.818 4338.36731
K04069 785.939 263.389 110.994 2265.44548
K04070 94.0162 211.339 65.2636 882.366754
K04072 86.512 32.6733 366.142 994.195698
K04074 249.523 82.824 21.6936 867.755127
K04075 711.574 302.343 244375  2442.4112
K04077 2789.72 1299.11 1996.74 7537.649
K04078 1795.55 869.188 1167.68 5540.93825
K04079 687.544 271.053 211.298 2305.69078
K04080 508.317 131.966 89.4821 1571.18812
K04083 734.87 245.823 164.549 2257.83684
K04084 944.136 241.455 313.412 2774.39481
K04085 255.418 49.1056 0 738.685888
K04087 264.949 233.306 143.385 1426.19071
K04088 382.782 193.892 146.775 1579.22552
K04090 568.876 341.819 322.772 2400.07117
K04091 366.019 175.989 140.464 1506.92063
K04093 24.1389 68.3708 479.592 1061.17017
K04094 697.921 276.277 364.083 2552.39656
K04096 1620.67 506.651 1294.64 5014.77148
K04101 215.169 58.5216 63.5129 843.201544
K04102 261.827 227.201 167.09 1450.78948
K04110 413.31 47.4571 62.5711 1180.05758
K04122 439.21  0.762195 0 935.105758
K04257 853.829 237.132 201.031 2473.74682
K04343 140.147 140.794 104.598  938.00496
K04437 159.525 262.209 37.0639 1051.14752
K04451 633.651 0 0 1243.16721
K04477 453.409 104.126 95.5183 1437.58088
K04485 1332.99 1111.36 661.233 4784.23416
K04486 145.326 94.4349 21.9376 680.230272
K04487 2440.36 1059.43 1357.16 6544.37487
K04488 961.569 239.888 277.839 2744.04003
K04508 178.625 20.692 132.342 808.544205
K04517 387.275 235.042 334.828 1947.54397
K04518 543.669 667.672 68.2239 2377.36101
K04561 380.058 154.912 133.772 1481.27002
K04564 1435.66 634.24 350.879 4000.86821
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K04565 449.684 243.366 200.145 1867.34912
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K04566 388.613 249.268 208.362 1785.98151
K04567 1660.13 684.335 636.486 4668.00271
K04612 357.978 73.6952 115.807 1247.77849
K04652 67.9032 280.063 6.09756 789.193867
K04654 179.918 67.307 46.2983 753.767888
K04655 140.927 106.719 35.8101 729.803778
K04656 578.352 132.247 45.9867 1592.53721
K04659 206.266 501.057 184.473 1779.38564
K04665 24.0385 1015.98 0 1574.69861
K04720 174.581 81.5827 9.50721 681.552956
K04739 175.381 70.2731 13.0126 668.800049
K04744 1302.52 460.385 594.374 3917.55237
K04748 235.885 51.45 61.3864 863.360895
K04749 753.193 375.425 639.026 3120.18592
K04750 1151.71 666.665 365.736 3714.91045
K04751 716.079 311.808 238.707 2455.11162
K04752 1061.9 58.518 36.6024 2105.66615
K04753 158.749 77.6551 123.259  885.80475
K04754 380.791 58.3702 55.0413 1132.95192
K04755 1144.19 160.202 292.66 2865.44623
K04757 368.182 254.264 128.387 1623.21426
K04759 573.352 346.106 235.528 2285.46075
K04760 858.419 239.82 349.11 2703.54567
K04761 756.273 288.964 420.419 2732.56612
K04762 340.285 206.479 85.2149 1411.77194
K04763 3374.66 1169.79 443.599 6571.34248
K04764 624.605 157.112 415.104  2305.1571
K04765 1096.54 229.784 150.663 2702.98931
K04767 105.08 91.6266 63.7685 680.679796
K04768 319.109 66.7071 238.929 1368.39676
K04771 4436.44 5673.02 1557.26 10853.3029
K04772 142.614 142.518 80.4246 899.564293
K04773 993.415 501.034 404.281 3348.75231
K01083 2182.62 2246.97 2595 8058.05015
K04789 73.7462 182.209 17.4406 671.539148
K04968 0 0 2507.14 2375.61315
K05281 201.485 229.995 86.6082 1190.66178
K05306 268.539 25.0343 5.72082 724.567691
K05341 27.9636 45.354 655.405 1223.57146
K05342 165.702 152.145 64.3538  934.05648
K05343 2713.33 1073.82 1332.53 6790.41456
K05349 2640.58 1697.37 1967.98 7732.12936
K05350 1052.57 574.714 361.607 3466.75945
K05364 548.541 201.162 28.5961  1630.3759
K05365 279.207 649.278 546.71 2607.41364
K05366 5426.56 2162.31 3819.48 10975.0757
K05367 386.167 139.625 100.562  1402.0056
K05396 158.456 71.7583 51.3616 729.722745
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K05499 131.64 198.607 70.685 957.354686
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K05515 1820.17 811.869 604.665  4955.7558
K05516 726.797 1841.41 1095.27 5045.45392
K05520 890.67 395.327 686.275 3395.28468
K05522 366.323 192.676 84.3884 1432.46555
K05524 586.245 209.676 179.425 1997.36523
K05527 389.928 91.2585 297.848 1634.66575
K05539 219.311 153.714 136.824 1185.79677
K05540 2159.67 324.429 153.947 4057.11759
K05559 519.604 65.7503 38.8468 1346.13209
K05561 204.456 30.3232 29.7862 677.948561
K05565 1010.26 65.6352 34.7133 2049.35839
K05568 401.009 183.49 88.7451 1485.37811
K05577 144.904 115.506 136.205 957.347153
K05589 175.062 91.6513 50.6508 805.551852
K05591 70.798 5.86564 309.83 802.958261
K05592 4245.31 1290.74 1001.16 7932.89074
K05595 612.851 163.674 394.514 2272.26182
K05602 257.273 61.7417 0 771.308309
K05603 79.6074 75.3413 179.338  799.131308
K05605 190.451 58.4806 19.7485 691.801114
K05606 868.781 289.919 203.291 2583.86679
K05607 291.812 150.39 83.7816 1219.65704
K05643 231.267 25.8036 22.8426 702.302952
K05658 466.068 132.806 86.8014 1498.15908
K05685 1500.88 450.937 1412.66 4894.92743
K05705 553.233 0 0 1118.00289
K05708 339.197 67.9897 249.192 1423.28949
K05710 863.222 153.266 76.3926 2117.04725
K05712 288.765 213.698 60.028 1278.06664
K05770 480.633 90.6869 142.203 1541.08046
K05772 130.14 120.215 23.764 703.517984
K05783 52.6574 230.121 14.8766 694.085711
K05786 603.797 233.458 134.299  1987.4751
K05788 635.227 663.497 710.203 3405.61127
K05794 1081.09 511.538 1075.31 4188.75502
K05799 521.101 178.296 280.571  1996.1451
K05800 192.908 104.412 99.4288 968.331456
K05802 191.563 163.81 61.7056 1003.70738
K05807 520.078 215.66 258.693  2027.4159
K05808 679.536 262.485 103.994 2094.94096
K05810 558.593 301.906 156.809 2066.72355
K05813 299.373 137.925 141.9 1318.61244
K05814 295.442 181.687 93.8815 1303.30388
K05815 418.347 80.4416 129.234 1391.91457
K05816 112.515 80.4211 196.342 915.226456
K05825 876.535 371.262 253.80  2797.2684
K05830 310.825 14.385 35.911 853.947045
K05833 180.685 120.511 13.0661 783.873443
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K05837 1251.03 807.2 1170.41 4848.20077
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K05838 348.502 163.593 2516.77 3524.97735
K05844 168.721 170.326 44.4851 930.485825
K05845 648.719 201.683 133.439 2000.61122
K05845 648.719 201.683 133.439 2000.61122
K05846 864.502 392.924 119.548 2590.38348
K05847 810.279 203.816 268.223 2459.46058
K05853 264.587 453.125 4.66168 1461.53616
K05855 341.04 0 0 760.84535
K05874 152.474 53.2225 98.9328 772.495661
K05878 178.953 297.159 26.1639 1121.43292
K05881 530.07 1.60772 2.35849 1097.27854
K05889 234.15 317.114 152.598 1517.19094
K05896 13495 346.055 327.022 3474.20527
K05898 227.311 117.678 89.7295 1045.10536
K05916 184.809 75.2978 25.2168 731.513189
K05921 188.116 104.431 32.631 817.416223
K05936 435.391 51.5259 20.3451 1129.42451
K05939 662.446 315.216 270.007  2427.5811
K05946 400.749 244.313 77.3981 1566.54597
K05970 368.889 217.067 650.702 2272.70715
K05973 585.056 137.69 411.143 2202.40138
K05979 906.154 221.515 106.502 2356.16882
K05982 252.814 69.7043 52.0139 917.278983
K05989 392.543 311.208 148.045 1791.31411
K05995 152.45 152.891 53.2533 883.447548
K06001 270.397 109.754 67.8729 1068.60243
K06013 231.372 163.271 104.884 1168.75066
K06015 2162.33 1071.48 1318.97 6257.52567
K06016 1247.33 394.737 231.723 3281.77953
K06020 1628.96 279.831 1131.75 4559.24264
K06023 318.468 151.215 112.377 1325.34967
K06024 973.57 292.832 513.185 3156.90765
K06034 421.918 69.1353 36.5368 1186.31887
K06041 968.607 350.362 303.828  2965.1623
K06044 1029.62 567.18 314.9 3362.34112
K06045 453.515 133.176 819.32 2443.21175
K06048 954.613 392.988 353.629 3078.61126
K06076 262.537 126.617 66.1572  1083.2838
K06113 285.366 96.6553 177.288 1271.50588
K06115 245.767 106.078 88.3089 1055.28113
K06119 127.811 102.185 57.8956 741.355101
K06131 1647.03 1041.29 1083.82 5489.22178
K06132 233 77.7118 101.521 996.923291
K06133 212.779 152.085 133.674 1164.12792
K06134 484.884 261.681 75.2398 1732.31383
K06137 690.37 131.97 159.576 1981.79326
K06140 410.668 94.0118 113.452 1378.43603
K06142 614.497 124.733 198.809 1917.96072
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K06143 274.169 117.17 92.1795 1139.36661
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K06147 9024.77 3835.79 4903.34 13937.7082
K06148 5448 255.01 154.002 6458.40012
K06153 1013.73 578.006 446.92 3531.35888
K06158 2648.66 1037.85 726.886 6146.68763
K06162 156.943 301.432 110.672  1260.0115
K06167 561.366 239.219 612.174 2587.65254
K06168 1181.26 1185.35 694.969 4706.72097
K06173 1319 579.008 390.466 3845.59182
K06176 389.935 73.927 33.4684 1134.48907
K06177 392.175 112.297 63.5396 1285.23256
K06178 1612.59 1140.75 696.541 5176.40387
K06179 428.625 503.576 123.545 2085.97576
K06180 3025.27 722.624 1246.13 6609.62204
K06182 118.008 90.4706 221.938 989.653944
K06187 1318.71 1213.17 956.293 5163.63475
K06188 671.105 388.31 147.166 2353.54556
K06189 968.567 263.434 203.4 2678.00727
K06190 949.816 103.849 269.058 2467.74447
K06192 165.96 98.182 32.3415 757.870742
K06194 299.165 66.5176 52.6272 999.145051
K06195 605.094 147.1 125.362 1820.82018
K06196 503.979 184.37 102.354  1685.6963
K06199 1201.81 424.163 453.666 3574.82666
K06200 706.302 622.506 399.187 3096.65304
K06201 180 63.1826 43.3584 738.101821
K06204 1178.61 430.779 446.714 3546.32355
K06207 3512.67 1022.33 1219.77 7316.26258
K06213 1380.2 514.403 684.709 4184.10051
K06215 775.831 248.637 230.386 2428.51505
K06217 945.669 516.907 889.77 3845.77264
K06221 594.656 375.474 33.4126 1991.60823
K06222 2095.52 55.2803 26.4599 3251.24431
K06223 161.44 1063.93 40.9896 2067.22059
K06236 323.724 68.0196 8.64303 938.866787
K06237 201.964 63.925 51.5497 803.083672
K06271 457.085 57.0378 6.2898  1139.0938
K06281 192.036 137.63 56.7522 945.253095
K06287 1242.07 314.368 292.658 3246.32151
K06324 256.012 251.848 143.87 1440.67689
K06346 475.28 177.245 225.891 1836.91758
K06350 243.69 51.1467 86.821 929.877576
K06378 253.275 26.9383 4.71698 697.162607
K06381 208.628 177.214 121.545 1179.78251
K06400 235.796 320.947 54.0655 1337.53323
K06415 319.238 86.229 77.9531 1131.84953
K06442 882.627 327.43 290.358 2793.87946
K06445 574.633 95.774 180.688 1768.38421
K06446 120.997 251.293 927.196 2125.33502
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K06447 198.601 46.3836 86.0498 827.612779
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K06609 311.173 7.49312 0 733.590193
K06726 316.688 9.76799 0 750.766827
K06752 1180.36 3.90625 458716 2028.95102
K06762 7721.94 0 3.51494 6778.05111
K06861 1587.66 739.397 255.188 4165.42283
K06864 422.999 155.519 375.077 1924.34774
K06867 513.441 332.312 78.2526 1895.95077
K06871 184.256 109.249 70.4178  902.69895
K06872 439.387 137.934 219.546 1694.50037
K06877 553.752 478.408 262.971 2485.20984
K06878 441.533 163.741 105.51 1551.14738
K06881 294.856 239.281 207.496 1599.58061
K06883 594.203 371.425 387.268 2571.72385
K06884 123.607 34.8549 104.628 676.001908
K06885 304.802 283.963 76.3969 1457.68831
K06886 742.054 320.737 147.506 2358.25776
K06888 1469.48 812.949 689.99 4660.24504
K06889 1885.73 913.63 702.577 5245.44887
K06889 1885.73 913.63 702.577 5245.44887
K06890 246.078 213.757 125.999 1325.80992
K06891 828.31 363.292 172.813 2589.44659
K06893 780.416 371.746 260.965 2672.94084
K06894 1167.69 845.473 526.926 4147.35662
K06897 174.246 107.984 28.7701 786.484286
K06898 384.348 392.426 153.338 1907.82773
K06901 780.919 530.962 353.808 3027.44301
K06902 805.722 371.971 412,501 2919.92623
K06903 376.245 87.054 48.0354 1172.21027
K06907 634.491 618.155 399.646 2983.86006
K06910 605.736 384.589 162.269 2274.49505
K06911 2384.18 1467.07 1338.43 6860.86796
K06912 362.943 111.212 66.0987 1237.21313
K06915 1820.46 784.95 504.299 4808.02988
K06916 888.283 414.237 129.462 2671.99805
K06917 202.881 64.7462 23.4426  740.74816
K06919 292.844 244.078 08.1408 1413.74737
K06920 963.112 442.515 541.364  3397.9426
K06923 177.19 132.897 47.246 884.689283
K06925 595.384 257.856 187.588 2105.73923
K06929 896.969 233.641 299.579 2677.23953
K06937 363.123 241.927 174.538 1673.96486
K06940 373.3 89.6882 46.086 1168.19525
K06941 1193.76 608.997 861.203 4259.89324
K06942 3067.73 870.074 1895.57  7281.1385
K06945 199.509 117.456 12.7768 815.655676
K06949 517.238 478.288 230.294 2376.90323
K06950 313.663 38.0787 3.48432 834.703547
K06951 573.774 132.182 103.114 1702.40344

217



K06953 1565.12 35.4761 36.2716 2660.93555
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K06958 685.164 384.355 434.801 2791.01592
K06959 1014.55 398.439 217.085 2967.05623
K06960 242.084 157.224 50.1105 1067.25353
K06966 1513.93 797.652 439.439 4402.54083
K06969 983.078 509.055 265.48 3152.66971
K06973 192.207 104.521 87.3714 943.698513
K06975 749.795 151.04 131.224 2055.72886
K06978 1671.53 1166.77 804.859 5379.94033
K06980 963.459 503.527 156.719 2945.72029
K06985 262.728 119.828 90.3901 1119.36144
K06987 157.864 134.993 97.0323 950.729998
K06988 576.952 265.517 241.813 2175.17569
K06990 280.35 71.897 47.0797 963.568227
K06991 211.082 94.1766 112.504 1008.86137
K06994 2292.21 1529.91 620.62  6158.3222
K06996 1241.62 716.406 2542.34 5628.53216
K06997 1629.5 386.812 566.397 4161.91016
K06998 942.642 254.469 216.548  2649.3323
K06999 1320.96 431.061 220.762 3406.42556
K07001 2254.6 1140.31 589.813  5729.0526
K07002 203.166 80.6177 37.1633 809.360648
K07003 555.542 421.883 208.315 2325.27826
K07004 750.956 540.256 541.208  3233.3771
K07005 452.174 136.897 118.846 1543.76672
K07006 535.385 419.022 124.5 2146.97013
K07007 816.896 818.293 463.612 3571.39132
K07010 736.751 346.917 229.811 2525.28161
K07011 1099.7 279.234 219.397 2901.28786
K07012 220.892 86.1187 370.28 1411.77954
K07017 389.052 160.4 325.738 1807.41785
K07018 456.295 294.372 88.3895 1763.50648
K07019 385.36 440.569 147.211 1967.47185
K07020 545.762 179.557 194.085 1904.77417
K07025 1832.41 284.791 425.855 4057.27493
K07027 914.877 474.901 252.012 2994.11539
K07028 476.025 174.582 20.4196 1445.21032
K07029 251.077 331.942 19.6204 1302.63916
K07030 177.554 338.477 52.3829 1243.18318
K07031 213.581 170.89 86.0866 1111.00812
K07032 1020.49 312.579 281.114 2943.89411
K07037 216.347 111.361 99.6901 1030.11358
K07038 273.502 224.052 180.59  1490.2525
K07040 580.456 143.1 131.417 1785.86797
K07042 751.021 278.619 211.312 2411.32763
K07043 405.493 238.111 141.588 1685.06885
K07044 297.601 75.4215 330.273 1481.27356
K07045 1887.08 1096.37 755.494  5492.6391
K07046 357.856 165.211 142.391 1476.34603
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K07048 444.409 225.479 42,0199 1533.63426
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K07050 375.142 94.2759 58.6876 1208.61854
K07052 741.797 412.285 267.344 2685.28237
K07053 377.349 252.462 270.213 1866.48287
K07054 2631.73 769.139 831.056 5945.29656
K07056 1288.47 346.549 272.835 3323.33386
K07058 3375.85 1557.88 1083.82 7592.86003
K07062 143.448 125.409 15.7145 721.764517
K07064 252.665 161.892 35.1639 1062.17586
K07067 161.962 125.691 29.476 797.344023
K07068 758.233 206.842 207.569  2296.7666
K07071 822.414 594.662 812.26 3700.02464
K07074 420.014 33.5893 46.0371 1121.69245
K07075 136.927 72.5851 57.9351 699.313312
K07080 400.517 328.764 207.853  1931.6412
K07082 1118.34 418.839 276.674  3221.9906
K07085 5328.56 194.879 53.7423 6093.33956
K07088 564.588 99.0694 84.884 1586.98333
K07089 376.307 101.654 14.8511 1121.64387
K07090 3309.29 1156.27 729.095 6833.41254
K07091 602.335 341.873 224.538 2307.26491
K07093 1805.71 630.984 612.762 4734.97446
K07095 728.176 142.826 156.68 2053.41161
K07098 741.274 467.717 414.991 2966.26605
K07100 487.772 476.555 237.783 2338.11471
K07102 429.63 282.222 176.581  1858.0127
K07104 732.606 327.735 130.652 2325.343
K07106 580.122 138.43 258.442 1983.61267
K07107 2172.83 811.708 707.418 5431.34065
K07110 265.708 57.2446 157.555 1115.867
K07112 478.358 154.332 61.2613 1506.86345
K07114 3396.61 1913.78 2051.29 8596.25131
K07116 544.523 176.474 110.719 1752.63789
K07117 921.301 200.761 213.723 2525.27687
K07119 1102.99 443.033 181.186 3087.78033
K07124 1444.53 354.394 692.068 4042.74489
K07126 1795.14 1354.13 670.931 5551.36054
K07127 639.939 418.193 121.926 2304.30292
K07130 357.732 157.278 73.9567 1332.51699
K07131 338.43 39.8887 35.503 970.151132
K07133 118.532 62.3204 116.612 751.8671
K07137 396.2 48.7628 76.2432  1181.9955
K07140 375.154 227.01 136.497 1604.72243
K07141 444.705 164.453 66.948 1481.41689
K07146 233.879 80.556 66.4071 934.815006
K07147 1769.28 799.388 250.58 4428.49077
K07148 857.808 257.689 488.314 2912.04411
K07152 1847.88 620.515 872.069 5037.67535
K07154 323.138 96.9577 78.9846 1163.36438
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K07157 562.937 149.339 142.097 1789.01021
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K07160 878.533 373.677 614.995 3268.58632
K07161 461.746 226.705 88.1004 1661.87737
K07164 180.501 164.837 51.5407  960.84007
K07165 502.883 156.791 135.754 1695.35917
K07171 405.4 127.391 116.711 1442.17325
K07175 438.214 240.692 494.775 2251.77024
K07177 127.552 150.708 0 685.46612
K07178 198.229 74.7314 40.6588 794.802826
K07180 355.89 237.799 286.907 1828.86048
K07182 212.009 125.041 41.7133 928.044272
K07192 362.329 86.4697 95.4028 1244.27054
K07213 316.087 110.054 16.412 1035.00209
K07214 532.141 471.76 415.378 2652.85863
K07217 468.772 98.4509 113.043 1484.81559
K07220 1209.62 370.213 248.428 3224.80558
K07221 341.242 487.959 284.264 2171.98119
K07222 2878.21 809.718 326.823 5623.89368
K07232 103.388 82.8956 113.013 755.516385
K07233 65.9196 86.6933 269.339 930.378912
K07234 263.26 68.8815 13.8287 843.007097
K07238 313.725 408.381 191.171 1868.02666
K07240 1869.4 809.01 438.037  4805.3925
K07243 264.74 271.388 191.156 1569.03722
K07246 1273.51 673.341 235.711 3687.85001
K07250 498.408 132.442 127.867 1628.08369
K07258 1562.79 446.946 265.645 3780.39964
K07259 661.476 432.673 433.223 2822.61064
K07260 59.1714 16.681 229.008 686.317767
K07262 251.404 111.587 92.024 1084.50484
K07263 3395.72 1922.44 2591.03 8897.73477
K07273 132.471 121.311 24.9838 713.901687
K07277 2042.67 1143.15 1203.01 6114.45656
K07278 663.674 267.666 173.239 2202.42361
K07282 356.997 305.609 175.643 1767.22581
K07284 230.75 114.796 168.895 1189.29324
K07289 162.998 114.144 64.9981 856.746841
K07290 233.228 45.2117 44.0895 805.5225
K07300 697.13 556.42 189.247 2693.85501
K07301 270.786 129.993 72.9983 1119.67795
K07302 2520.71 1327.47 287.916 5774.30093
K07303 3668.26 2945.25 1339.02 9000.65433
K07304 3410.54 942.262 1884.39 7633.22437
K07305 2854.99 811.449 1427.95 6708.85685
K07313 552.743 139.196 171.768 1804.72589
K07315 2036.58 1075.74 1409.27 6205.37327
K07316 197.719 115.809 98.1081 998.410667
K07320 266.962 98.5511 78.5572 1061.27269
K07322 240.785 103.359 16.8892  880.77504
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K07323 420.39 191.67 111.273 1576.21146
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K07335 1368.18 546.937 210.798 3604.32327
K07336 534.48 231.284 619.38 2539.71573
K07340 481.477 208.044 63.4419 1612.54925
K07341 185.297 616.468 97.9669  1733.1548
K07347 166.32 76.7831 24.5461 694.481883
K07369 384.27 27.1378 0 919.958227
K07379 234.244 17.4419 320.588  1207.3586
K07386 4936.19 985.653 861.176 7960.98165
K07390 649.745 382.104 378.697 2661.29437
K07391 2547.57 1474.11 1267.87 6963.94805
K07393 355.944 261.706 107.888 1575.95149
K07395 298.066 102.683 71.2339 1113.20862
K07397 475.061 127.859 160.385 1637.96283
K07399 193.642 54.3159 13.1384  670.94423
K07402 1081.01 337.451 190.585 2921.48757
K07403 618.379 312.438 529.508 2698.32231
K07404 706.861 200.337 640.933 2775.94617
K07406 305.108 209.053 130.108 1436.71693
K07407 524.383 216.915 115.269 1799.59204
K07418 28.5386 332.164 3.18471 756.177307
K07427 237.98 70.8987 112.345 1012.2632
K07442 235.795 81.9941 0 773.989737
K07443 154.756 106.37 123.415 937.305525
K07447 1011.36 148.791 1003.15 3471.27029
K07448 211.778 38.4666 61.6452 785.138679
K07452 265.285 53.0037 30.8369 854.791956
K07456 818.933 370.937 279.012 2753.42809
K07460 450.91 229.806 183.988 1820.45692
K07461 924.956 281.524 337.008 2846.50466
K07462 1515.14 676.545 451.372 4276.65615
K07466 2638.9 14.6869 32.9277 3684.06665
K07478 1895.3 695.896 2763.41 6455.46849
K07481 292.068 190.383 55.6131 1234.23273
K07482 524.251 155.466 105.781  1672.6036
K07483 997.612 268.152 156.782 2647.17106
K07484 352.545 218.725 133.001 1544.46415
K07486 1003.01 1139.28 425.779 4116.99464
K07491 395.105 279.947 207.528  1845.6278
K07492 1697.01 1322.42 593.863  5329.9266
K07493 632.398 1031.06 357.399 3391.21896
K07494 228.318 345.595 146.019 1537.64908
K07496 293.142 185.341 47.4485 1209.34748
K07497 3152.47 1021 1562.74 7288.37173
K07498 598.848 125.961 128.433 1776.36834
K07503 117.875 154.491 19.9615 731.628556
K07506 438.69 113.418 535.163 2071.45318
K07507 884.217 885.791 186.81 3349.26021
K07508 196.554 104.893 889.744 1986.53876
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K07511 297.39 118.678 39.4651 1074.81422
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K07516 2291.38 986.241 1153.98 6161.02991
K07535 500.974 82.2108 9.67742 1277.12044
K07552 871.018 1200.8 560.834 4162.53734
K07560 1437.3 392.795 118.004 3316.52957
K07566 541.63 262.985 231.847 2099.86884
K07568 1749.06 599.835 297.268 4236.16355
K07574 179.857 38.0933 39.2779 669.661997
K07576 896.23 433.637 161.167 2765.92682
K07577 296.624 262.35 177.099 1591.26163
K07588 437.181 285.69 191.617 1901.07651
K07601 0 13.9349 342.879 667.592093
K07636 4432.84 1823.91 1589.35 8989.89269
K07637 251.233 59.4139 46.3991 878.784035
K07638 272.474 121.41 71.3702 1102.85473
K07639 321.29 8.69342 9.23406 787.085053
K07640 128.387 83.1844 51.6263 689.554541
K07642 225.16 175.876 73.3426  1117.39067
K07644 151.414 90.9336 34.2714 716.531898
K07645 324.561 57.0079 1506.78 2647.09715
K07646 1557.89 396.135 277.369 3720.12282
K07648 304.504 96.2526 179.252 1309.53312
K07649 117.713 135.466 33.8366 729.983057
K07651 491.272 234.04 90.1441  1726.9725
K07652 1740.46 702.233 624.44 4764.38553
K07654 167.123 55.5423 69.4219 750.280894
K07657 1685.81 436.696 370.645 4051.96302
K07658 2617.25 757.183 1085.65 6155.57407
K07659 2161 281.49 218.827 4098.07031
K07661 293.515 12.1894 131.211 1007.71692
K07662 93.2308 154.405 51.0337 748.472899
K07665 545.003 400.714 20.4911 1918.02705
K07667 1977.65 609.579 635.277 4914.38801
K07668 1181.74 4040.26 309.813  6090.0086
K07669 727.326 351.565 119.547 2333.46261
K07670 278.793 51.914 174.659 1157.31055
K07671 478.019 50.2869 172.304  1499.5394
K07675 611.329 109.523 158.919 1816.79952
K07677 486.403 759.206 763.712 3340.06645
K07678 2229.43 813.212 3180.17 7114.77849
K07684 2353.77 778.847 627.203 5482.89872
K07685 1345.23 25.903 51.0071 2413.36822
K07686 178.988 110.163 0 717.646033
K07689 1129.97 385.314 97.1604 2890.87121
K07690 262.708 24.4127 3.27511 703.826609
K07692 1067.84 532.942 153.894 3118.00846
K07693 819.817 90.5306 23.3943 1814.49254
K07695 322.723 216.798 108.969 1443.47696
K07705 232.828 32.4799 59.9743 808.392307
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K07708 218.361 207.222 202.645  1390.4973
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K07709 1415.82 746.115 2328.14 5761.01393
K07710 546.758 372.279 425316  2547.9382
K07712 1444.01 262.19 537.374 3724.73087
K07713 44021.8 854.033 2917.15 9178.70949
K07714 13374.9 3582.16 3379.62 14595.1465
K07715 289.952 219.995 211.204 1563.91288
K07716 793.623 577.961 520.232 3318.81165
K07726 251.082 51.6585 62.4629 895.658341
K07727 1203.05 138.771 215.833 2783.65141
K07729 864.252 269.042 102.557 2369.35812
K07734 474.223 120.976 72.2895 1459.52912
K07735 741.463 225.6 207.281 2303.94847
K07736 292.563 179.124 437.77 1817.08433
K07738 1506.31 338.896 311.352 3625.59013
K07739 448.156 31.0415 10.796 1075.08022
K07749 808.028 322.294 402.057 2834.97051
K07751 269.384 3.93701 14.5138 690.085362
K07755 532.752 169.649 161.602 1812.13017
K07768 571.664 168.932 325.805 2124.49996
KO7776 523.237 361.008 37.6719 1867.29825
KO7777 669.103 388.118 169.653 2388.77724
K07778 173.387 110.57 23.0039  775.45486
K07787 773.098 502.744 852.878 3550.08358
K07788 989.6 498.148 580.889 3555.65421
K07789 948.167 407.54 658.891 3461.69647
K07792 291.123 20.2248 0 733.621892
K07793 1293.07 1396.99 424.046 4725.60442
K07794 488.018 73.4654 87.9655 1415.92077
K07795 562.775 319.417 143.847 2077.98493
K07798 164.517 125.214 463.434  1495.9223
K07799 254.247 274.284 206.077 1577.682
K07806 45.9903 21.3776 1300.23 1812.68197
K07814 1897.94 865.811 2427.17 6486.14827
K07979 403.815 252.731 355.877 2034.40456
K08070 251.272 51.8819  0.912409 741.198591
K08081 360.106 29.829 43.9468 1003.24694
K08082 49.7281 147.673 279.629 1024.60877
K08083 239.02 36.9171 293.226 1228.67578
K08084 238.126 54.9833 53.9896 860.011122
K08086 170.39 70.3799 76.353 804.658909
K08093 151.289 88.9753 36.1838 716.697328
K08139 519.053 63.3618 69.8996 1407.70134
K08151 335.43 184.045 193.689 1556.75058
K08161 422.313 27.3052 14.2709 1031.53773
K08166 287.175 149.87 17.2291 1060.56542
K08167 874.676 222.162 190.646 2460.78159
K08169 151.063 79.2591 143.107 908.301856
K08172 616.126 519.966 547.67 3012.60844
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K08173 1549.84 8.6142 11.2091 2506.09994
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K08178 423.104 35.142 30.6183 1094.89665
K08191 850.132 582.007 1205.99 4081.71197
K08195 159.719 184.076 108.998 1067.78976
K08218 860.806 271.05 406.78  2834.9652
K08223 511.6 215.15 186.247  1899.3065
K08234 158.049 53.3157 141.555 862.830296
K08281 354.166 153.113 80.4767 1331.66634
K08282 1066.37 516.122 115.664 3025.63484
K08289 315.99 292.324 126.071  1586.4354
K08295 632.562 203.007 159.451  2023.7566
K08296 640.85 339.667 265.026  2424.8034
K08299 220.209 51.8057 26.7549 754.323782
K08300 1111.21 650.415 269.454 3507.37816
K08301 1134.6 494.468 593.727 3754.40707
K08303 242.681 94.6108 75.3455 999.955413
K08304 303.959 118.612 103.515 1219.66451
K08305 678.002 198.451 95.7827 1969.27611
K08307 919.31 278.992 271.138 2740.54766
K08309 1113.61 535.002 401.728 3547.63451
K08311 368.958 121.694 69.2567 1275.12836
K08316 557.52 121.679 56.8944 1563.25023
K08322 1594.2 61.0955 10.9892 2689.61641
K08323 484.144 645.876 179.743 2458.90086
K08351 325.73 139.052 22.3195 1124.59313
K08369 478.914 200.515 132.216 1728.10303
K08372 639.194 140.622 203.299 1993.53573
K08481 215.993 23.8267 70.8646 775.470932
K08482 1818.66 633.393 1467.15 5527.87529
K08483 783.053 485.351 436.406  3078.2834
K08484 450.053 262.261 141.609 1800.50075
K08591 599.207 263.892 352.303 2366.60164
K08602 755.602 582.596 481.702 3223.24651
K08641 315.144 64.2897 49.298 1016.27789
K08676 1941 1064.23 1369.45 6064.53068
K08678 1088.61 589.667 379.972  3557.3784
K08679 2157.9 296.388 524.413 4532.69116
K08680 282.681 85.9083 48.0168 1000.11284
K08681 221.878 192.399 71.562 1136.60672
K08683 614.935 133.417 140.11 1836.47065
K08691 150.291 130.742 38.503 803.690766
K08714 129.4 156.217 53.5869 840.069586
K08737 412.158 20.7058 29.0571 1034.83268
K08738 1412.17 598.774 534.952 4162.45759
K08744 563.195 288.986 217.664 2153.60814
K08764 231.277 145.753 146.11 1210.94639
K08776 447.536 410.085 140.019 2018.08836
K08801 440.397 1.92308 0 941.668271
K08857 329.674 9.05662 18.8034 829.991983
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K08867 137.443 57.7858 121.308 792.260721
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K08869 421.933 164.162 276.145 1799.78085
K08878 1.3587 12.2807 838.607 1241.36443
K08884 1225.62 657.807 2888.85 5704.00063
K08963 639.259 349.072 649.79 2923.52201
K08964 129.599 78.8719 48.2325 675.527036
K08968 605.618 160.26 138.289 1869.22888
K08972 581.382 502.675 132.33  2349.29306
K08973 461.501 177.475 168.71 1721.90647
K08976 270.51 105.616 103.54 1131.21106
K08981 315.319 72.2445 60.7812 1059.11428
K08984 189.828 57.4413 217.08 1064.25053
K08994 245.598 140.319 102.153 1148.61064
K08995 924.505 406.342 341.425 3040.27116
K08998 678.27 175.025 499.382 2524.73408
K08999 853.804 244.807 451.578 2839.72192
K09001 294.445 185.004 85.5186 1290.96188
K09003 380.281 179.147 158.099 1568.31179
K09005 801.046 298.075 187.275 2475.36239
K09013 2305.9 345.222 373.502 4562.40955
K09014 1654.71 4615 1276.74  7890.7054
K09015 1485.1 455.937 412.251 3906.95853
K09019 215.942 104.368 20.1342 842.437138
K09020 437.454 91.9914 47.9056 1287.54941
K09022 1071.9 366.207 981.306 3888.41036
K09065 154.32 69.9952 38.1061 687.024228
K09117 508.62 603.673 294.988  2623.8995
K09118 745.059 725.943 348.557 3211.31569
K09121 672.488 221.561 159.078 2115.43721
K09123 218.202 79.3539 38.3094 839.494835
K09125 268.115 391.792 91.2194  1581.9003
K09131 303.28 137.546 48.5247 1142.80008
K09134 572.467 210.014 142.517 1913.37479
K09136 243.504 122.347 30.5646 958.641162
K09159 326.455 443.414 45.3187 1667.86376
K09160 225.242 60.2641 38.5655  812.05979
K09164 300.004 174.524 105.437 1321.05344
K09165 964.471 325.354 115.379 2618.97533
K09166 385.035 311.469 216.595 1892.05001
K09167 284.439 46.0805 45.4445 908.836766
K09181 1535.04 553.553 416.358 4100.54706
K09188 138.68 116.198 28.1039 725.2482
K09228 2862.96 291.882 391.117  5015.0559
K09229 224.302 25.0744 39.333 726.635167
K09239 294.614 25.7882 17.9614 810.587682
K09275 405.63 1.40449 0 880.469241
K09276 1.16822 429.845 0 797.890144
K09291 269.883 65.9086 16.0245 855.047374
K09386 486.07 239.407 60.1215 1666.16072

225



K09422 661.171 408.559 30.2005  2133.7028
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K09456 209.998 171.373 71.771 1075.84599
K09457 1083.82 367.11 492.314  3390.1413
K09458 4049.92 1538.54 1430.64 8371.34917
K09461 1565.09 489.647 335.787  3942.2729
K09471 434.549 295.734 165.049 1868.34279
K09472 460.159 52.838 16.5529  1164.0085
K09478 2312.77 188.65 131.175  3944.6332
K09479 578.328 51.7872 124.51 1580.97492
K09511 0 0 404.891 704.259126
K09568 457.678 39.9977 7.5518 1103.76683
K09569 134.97 332.523 12.987  1047.5038
K09584 0 651.811 10.1523 1117.64672
K09596 0 52.356 532.609 1007.37913
K09607 154.786 96.0602 46.9174 763.542344
K09667 907.772 879.8 493.739 3803.69892
K09690 1400.26 535.961 756.529 4312.16615
K09691 1952.37 591.234 1337.3 5516.45417
K09694 550.428 145.71 34.0915 1546.55444
K09695 383.398 109.53 118.127 1371.46607
K09696 203.069 104.274 51.17 890.100727
K09697 155.302 183.516 40.0319 915.527207
K09698 109.714 173.266 35.1979  785.14742
K09699 655.767 156.816 58.314  1785.0493
K09705 107.742 90.3481 68.0393 693.086565
K09710 1060.02 378.038 125.699 2843.26854
K09747 1006.48 204.223 158.777 2555.576
K09748 929.789 246.327 514.108 3023.88648
K09760 559.742 405.884 718.61 2957.54662
K09761 452.305 213.469 207.17 1832.65654
K09764 271.61 74.9877 1.81488 835.322248
K09767 620.772 195.381 882.004 2886.42348
K09768 159.647 84.5563 33.2879 718.398933
K09769 660.964 193.974 113.294 1968.98209
K09771 256.12 144.488 223.254 1384.05803
K09772 709.341 40.5305 27.2456 1552.50827
K09773 506.822 134.578 132.048 1653.39845
K09774 333.631 108.461 91.1492 1229.87642
K09778 232.516 86.6836 167.976  1133.8445
K09779 191.065 172.109 31.6713 950.163957
K09780 302.103 148.434 17.6701 1086.82891
K09781 249.866 140.331 166.903 1272.65912
K09786 310.204 131.389 69.4263 1188.58905
K09791 358.782 120.598 138.559 1386.94357
K09793 145.187 71.2327 137.988 869.196414
K09796 356.418 133.674 53.1641 1241.90581
K09797 206.733 20.1555 47.9608  697.95148
K09800 1319.06 711.061 476.483  4118.3455
K09803 296.417 174.069 84.8327 1273.71221

226



K09806 166.11 69.6695 75.273 791.899616
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K09807 445.323 234.497 362.698 2084.10107
K09808 1349.39 675.36 534.84 4182.51191
K09810 944.694 1114.12 2211.71 5498.68555
K09811 775.479 227.333 179.913 2311.68399
K09811 775.479 227.333 179.913 2311.68399
K09812 742.02 308.334 250.002 2504.99045
K09815 170.309 297.71 26.8842 1106.04677
K09816 281.788 308.465 83.1988 1466.99823
K09817 58.3455 280.41 229.473 1199.58269
K09822 287.347 48.9141 60.9206 954.852915
K09823 164.213 68.6733 41.263 712.465307
K09862 244.655 58.4362 30.6891 827.236661
K09874 127.531 156.248 60.2834 850.422751
K09882 371.386 160.636 83.1852 1381.45397
K09883 176.661 73.495 73.8329 819.441287
K09888 418.516 252.966 137.84 1725.32124
K09903 3159.48 651.983 680.308 6107.98645
K09915 192.673 554.542 70.952 1615.63714
K09919 329.973 231.436 182.841 1610.914
K09922 397.467 178.516 64.2536 1420.64577
K09927 456.455 361.764 109.53 1907.24352
K09930 322.633 205.944 139.941 1480.99524
K09932 141.248 96.8022 40.2556 720.691311
K09933 260.168 77.6875 60.4993 967.118194
K09936 231.104 129.68 62.1164 1019.80491
K09940 300.1 86.35 36.4973 1007.17588
K09949 512.792 79.399 151.548 1586.06916
K09950 333.579 30.1977 22.8141 906.081552
K09955 841.017 341.996 261.713  2715.8247
K09957 277.958 81.197 37.0355 956.142278
K09958 200.074 67.3274 60.8523 826.949136
K09967 139.491 92.9889 150.175 924.503009
K09969 275.487 142.264 75.3875 1156.87772
K09970 179.214 82.4991 40.5055 772.074468
K09970 179.214 82.4991 40.5055 772.074468
K09971 235.666 101.075 67.8747 984.163243
K09972 117.68 89.4463 48.3318 671.472891
K09973 410.107 182.572 156.345 1623.09751
K09981 465.944 115.95 48.2851 1384.66069
K09983 222.362 184.626 94.0632 1168.73518
K09985 228.283 41.8639 26.4363 745.918565
K09986 140.283 78.5337 64.0583 732.555696
K09989 272.246 76.2836 30.8527 920.071762
K09990 305.428 301.927 95.0474 1524.08183
K09991 350.184 24.8061 57.3013 1002.00652
K09992 525.444 207.049 350.878  2153.1054
K10001 292.679 125.352 93.0532 1191.83912
K10005 130.1 53.5104 77.5381 682.289394

227



K10026 1053.77 231.111 1025.65 3692.93719
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K10027 482.135 137.591 127.695 1610.94631
K10111 257.593 413.885 1545.69 3165.13862
K10112 16050.6 2675.89 865.342 12988.1326
K10117 578.889 224.551 71.2446 1813.40922
K10118 1086.21 302.105 131.383 2772.73876
K10119 554.49 315.267 87.0076 1953.06674
K10126 952.279 131.494 31.9486 2100.66779
K10133 249.681 75.3238 47.2037 912.832586
K10168 495.177 0 0 1024.5218
K10206 418.22 168.027 144.361 1590.02815
K10215 326.413 172.868 184.43 1505.26728
K10218 303.376 75.9643 62.7855 1049.48475
K10220 225.407 131.21 99.3309 1086.30045
K10232 262.192 143.926 19.2227 1007.46694
K10233 340.779 98.9603 50.6819  1139.8228
K10234 165.373 176.921 46.2914 939.397054
K10236 144.195 64.2039 73.7018 729.699205
K10238 279.715 126.221 0 947.968725
K10241 240.223 64.8611 2.7027 755.908924
K10255 185.102 94.2425 124.35 977.969242
K10272 428.87 0 0 914.108953
K10352 164.479 37.0808 170.756 887.888792
K10357 781.842 37.0169 425197 1685.78003
K10362 261.644 0 20.206 675.281377
K10380 495.824 167.935 89.5468 1618.14241
K10392 43.6413 1435.74 1.81818 2038.50714
K10407 757.488 966.569 214.729 3301.72101
K10408 690.612 553.265 299.085 2847.94146
K10439 2017.96 1290.05 641.778 5694.23622
K10439 2017.96 1290.05 641.778 5694.23622
K10440 3000.15 1013.46 700.626 6402.61963
K10440 3000.15 1013.46 700.626 6402.61963
K10441 14053.8 1341.04 857.386 11678.1515
K10448 318.516 11.7053 7.8125 786.927034
K10529 135.906 89.3442 28.2066 664.858048
K10536 619.454 243.338 211.847 2158.20249
K10543 318.865 114.116 157.266 1334.91482
K10544 290.268 212.17 217.809 1561.58112
K10545 434.709 278.724 185.529 1875.84357
K10553 125.579 138.624 48.8414 788.143935
K10554 135.781 120.983 28.1019  728.30768
K10559 161.931 136.21 15.0035 780.291721
K10559 161.931 136.21 15.0035 780.291721
K10562 214.457 405.274 203.473 1693.83891
K10563 1399.73 740.064 530.024 4313.94821
K10582 26.7565 0 602.026 1032.70498
K10595 369.646 78.0757 138.229  1318.4511
K10615 155.686 55.942 176.991 924.479066

228



K10674 234.905 26.751 11.4167 681.224
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K10680 535.159 153.625 128.801 1729.14919
K10683 0 3.27511 631.515 989.507632
K10697 132.776 95.0092 131.295 880.629783
K10715 2343.65 34.758 96.365 3596.47172
K10716 866.92 640.711 508.731 3487.30346
K10747 2103.14 1079.27 697.012 5636.42639
K10758 347.476 10.9375 1.9685 817.961537
K10764 606.671 293.379 239.295 2262.08017
K10773 1354.33 605.124 519.594 4083.44643
K10778 554.679 390.124 630.665 2831.49135
K10804 1412.93 369.794 2661.66 5438.72357
K10805 514.345 212.118 177.037 1883.33196
K10806 1102.76 112.4 210.033  2596.0401
K10823 1085.02 4731.88 1618.49 7510.22166
K10823 1085.02 4731.88 1618.49 7510.22166
K10831 194.568 26.7448 642.719 1552.00428
K10843 185.703 205.645 17.2653 961.951005
K10907 374.968 396.192 168.668 1923.00919
K10914 988.368 744.476 614.979 3901.14587
K10924 1295.65 1.01833 1.14416 2148.93033
K10943 219.261 44.3191 20.835 719.743672
K10947 4589.57 1536.11 1501.13 8796.55563
K10979 2591.81 1191.96 768.831 6291.88659
K11004 296.492 67.4351 40.7788 969.628234
K11068 730.713 258.145 120.974 2195.30059
K11069 631.868 336.609 209.42 2320.93425
K11069 631.868 336.609 209.42 2320.93425
K11070 615.202 309.77 382.558 2504.82821
K11071 1043.08 779.082 503.89 3884.22071
K11072 2857.74 401.34 572.741  5398.9412
K11073 431.971 211.52 188.473 1764.85218
K11074 100.663 128.733 29.1424  666.63577
K11075 530.97 68.405 22.7601 1331.23112
K11076 281.885 133.085 136.625 1267.39994
K11085 1931.08 1752.82 2654.03 7464.52716
K11089 127.142 100.756 87.2145 797.200498
K11102 400.168 221.774 242579 1813.44855
K11103 647.811 439.57 165.624 2423.17141
K11105 351.451 216.491 47.1701 1369.15019
K11124 1.9084 1822.61 0 2224.99951
K11147 214.545 128.573 736.196 1915.60551
K11159 112.322 97.7328 63.2786 708.871778
K11163 126.236 83.9963 318.501 1137.70579
K11173 242.83 136.131 79.7296 1091.43828
K11175 1146.23 415.5 336.19 3337.73215
K11177 1148.92 553.904 459.777 3691.60061
K11178 378.315 290.844 191.059  1807.1065
K11187 231.258 101.127 30.9966 893.426253

229



K11188 929.269 198.372 175.064 2469.17623
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K11189 814.904 129.402 156.546 2152.64938
K11209 12149.8 684.688 243.542 9853.19782
K11212 351.333 96.2852 75.5874 1205.90144
K11216 338.145 24.6844 11.7049 870.146839
K11263 998.683 213.546 81.9396 2419.93183
K11264 304.878 23.0769 4.97018 785.005814
K11294 331.618 84.7827 34.2973 1056.35164
K11326 305.083 231.27 68.3227  1355.6202
K11354 1137.86 219.887 2329.82 4694.27302
K11355 235.069 106.44 76.597 1011.78175
K11358 50.5693 70.0454 152.59 669.134353
K11381 1803.87 485.907 1531.39 5368.22912
K11384 55.7525 45.2442 454.842  1064.0397
K11407 825.983 276.561 124.362  2368.2821
K11414 214.02 78.7695 0 724.03467
K11422 133.686 130.534 69.8322 835.584337
K11443 414.724 157.008 108.597 1499.06791
K11472 217.344 185.065 72.1568  1115.8601
K11473 637.408 298.069 219.033 2285.19848
K11477 242.046 78.5787 73.6203 961.442899
K11494 134.914 606.087 185.936 1768.43612
K11517 605.921 90.5343 10.5113 1463.63274
K11527 3835.23 2227.47 2684.3 9504.07446
K11529 716.414 222.918 165.724 2194.40622
K11532 343.661 89.5894 445039 1111.80597
K11593 761.975 5.92476 93.7075 1678.39644
K11608 732.353 0 0 1390.76852
K11617 301.486 127.041 132.102 1284.22382
K11618 462.241 505.338 618.635 2828.40952
K11624 302.715 285.558 152.122 1597.42398
K11645 434.621 170.987 81.8377 1506.68908
K11665 321.615 110.843 15.2749 1043.58847
K11710 583.783 78.664 28.5652 1451.72288
K11717 2531.91 4456.55 1339.92 8767.44081
K11719 309.964 178.484 80.7744 1298.58091
K11720 692.954 262.343 257.74 2371.33264
K11729 757.683 216.023 140.2 2198.89914
K11731 113.074 205.572 28.4884 833.684714
K11735 138.34 104.685 17.4346 674.179544
K11740 149.197 30.0185 89.6258 691.047243
K11741 2851.35 224.259 727.123 5288.23149
K11747 601.457 233.944 138.519  1992.1644
K11749 1593.48 740.302 490.884 4490.79651
K11751 153.482 122.707 37.7604 793.228346
K11752 1555.59 368.421 796.105  4299.9897
K11753 787.516 467.701 255.65 2811.45749
K11754 1132.5 1818.14 1306.22 5756.77552
K11755 411.202 60.3501 53.3854  1186.5055

230



K11779 276.534 226.312 55.5209 1266.84504
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K11782 278.128 123.216 48.9092 1069.09717
K11784 742.328 257.834 380.689 2610.24248
K11785 361.307 138.076 248.949 1605.23991
K11891 524.126 168.772 149.662 1776.13983
K11893 258.699 59.1456 75.9381 955.455927
K11895 155.768 78.3523 54.0017 744.063271
K11896 275.194 123.663 117.698 1202.33814
K11897 203.398 50.142 69.3788 812.477447
K11900 754.289 248.102 161.515 2284.74309
K11901 581.226 61.0022 49.6526 1457.91402
K11903 277.758 196.26 59.2629 1225.58473
K11904 608.77 316.22 237.214 2297.72887
K11907 851.182 150.375 189.277 2298.37969
K11921 451.167 72.8433 150.254 1468.17809
K11927 1426.25 564.429 925.336 4546.72838
K11935 9.29493 14.9542 6772.87 3579.08599
K11936 479.404 129.99 48.6197 1435.10008
K11939 244.005 75.6849 20.1483 837.756952
K11940 159.044 35.1546 335.391 1121.34326
K11942 281.598 430.613 136.883 1747.70264
K11952 0 2.23214 622.246 975.410333
K11953 569.235 8.59728 0 1173.74659
K11957 311.669 0 5.22648 726.474166
K11959 822.997 219.154 128.505 2277.04684
K11960 201.523 187.361 153.855 1240.86113
K11961 193.885 164.265 320.435 1441.45625
K11962 859.642 84.1454 50.7642 1921.46098
K11963 267.648 70.9145 3477.49 3612.45355
K11991 1070.35 340.16 244.613 2996.89265
K11997 953.891 104.703 48.608 2088.52621
K12035 929.572 481.112 356.639 3172.38127
K12132 43587.7 41420.8 25230.9 12632.5688
K12146 627.143 250.978 80.1712 1950.36161
K12234 165.219 103.378 21.7016 740.477619
K12235 370.763 64.4883 10.8118 1021.52756
K12251 892.572 283.568 379.718 2863.37318
K12256 184.761 70.7814 90.6163 863.837476
K12257 261.504 330.144 194.944 1660.97079
K12262 389.351 116.366 43.9475 1245.60053
K12266 138.43 196.186 12.8143 833.034279
K12297 169.39 81.8711 30.1099 725.626214
K12308 347.896 1052.81 153.28 2635.64161
K12339 3055.39 116.898 167.066 4543.33532
K12340 677.879 289.546 256.972  2391.2391
K12354 1826.32 5.61798 0 2764.40943
K12368 306.84 172.215 123.915 1363.76568
K12370 103.815 77.5232 75.4179 672.036236
K12371 251.332 75.7865 3.52113 804.238597

231



K12373 690.835 346.636 346.727 2627.27633
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K12374 149.926 204.692 83.1677 1033.11591
K12375 329.893 332.653 22.0622 1457.25728
K12405 346.79 117.258 704.29  2109.1764
K12409 23.4894 14.8552 302.112 692.698923
K12410 1087.38 408.792 335.711 3252.07432
K12424 383.066 165.757 18.4854  1266.3678
K12436 385.254 108.68 20.4329  1166.3783
K12441 74.6531 616.406 49.058  1385.9202
K12443 106.744 93.1515 77.2577 715.534276
K12444 299.073 116.543 177.632 1337.706
K12446 148.346 133.407 52.2349 835.617329
K12454 586.651 283.684 105.711 1990.27663
K12460 150.523 220.593 286.93 1401.83598
K12506 437.663 327.199 135.758 1871.50749
K12507 231.532 35.7452 25.1428 734.061659
K12508 310.056 131.417 389.281 1698.19894
K12510 3562.02 447.19 1941.68 7189.44282
K12511 1108.21 645.693 981.279 4310.93617
K12524 277.656 267.485 164.929 1543.64011
K12526 84.304 32.8902 186.735 724.159889
K12541 221.891 166.805 54.3481  1054.4535
K12542 415.067 136.474 32.5245 1302.36146
K12543 298.773 58.2988 69.5516  1015.9588
K12567 649.666 337.368 207.234 2345.70271
K12573 1090.96 818.296 610.987 4116.20926
K12574 1309.3 867.069 859.754 4704.50029
K12583 231.754 42.1731 95.4191 902.047908
K12598 177.605 83.8202 6.88763  684.74847
K12600 3264.98 234.365 340.331 5192.25483
K12602 764.299 111.369 0 1707.89101
K12661 339.579 32.1108 69.2652 1027.18478
K12733 514.767 57.7752 12.7475 1254.55964
K12823 10.9543 19.6495 343.619 725.518935
K12862 928.497 3.27869 0 1680.55025
K12941 673.152 473.116 285.082 2694.75338
K12945 291.535 30.8962 31.0671 851.221076
K12960 630.988 516.624 670.896 3170.01947
K12972 245.87 131.721 59.8714 1047.78512
K13010 742.225 200.834 714.78  2908.6421
K13013 225.13 20.5891 24.8281 681.275463
K13015 1930.26 530.728 327.778 4383.19711
K13017 412.223 3 68.6849 1070.10267
K13018 626.478 70.3738 67.4594 1587.07119
K13038 1488.9 1273.57 371.824 4776.20997
K13049 178.7 75.1895 67.7025 814.715929
K13051 595.115 262.124 80.279 1919.35182
K13057 249.589 187.683 59.2825 1156.77375
K13069 136.117 128.37 574.855 1574.37398

232



K13075 239.18 132.884 41.8194 997.141558
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K13092 45.7624 48.1245 720.346 1349.21423
K13111 397.648 17.1026 0 916.09074
K13123 685.662 18.8696 4.91803 1400.09432
K13126 258.95 38.7745 3.3557 733.485403
K13128 1248.86 3.62867 5.72265 2116.9121
K13239 206.312 56.0045 61.889 816.251123
K13243 5641.27 243.734 762.278 7336.94142
K13282 490.353 159.889 122.609 1656.92173
K13283 229.392 76.3242 56.5512 895.974125
K13288 394.1 131.743 82.288 1365.06812
K13292 866.093 524.373 496.323 3322.45723
K13297 535.874 0 0 1090.34228
K13370 287.288 70.5329 84.4083 1052.01017
K13409 7285.01 51.6312 29.0453 6792.66689
K13444 887.95 952.026 308.178 3610.78563
K13481 358.713 121.73 72.6575  1264.0904
K13482 205.05 350.544 161.168 1524.83436
K13483 562.237 299.247 221.892 2174.88578
K13498 22.1642 211.632 108.583 781.951847
K13525 899.764 1783.16 273.032  4335.2871
K13527 113.4 144.917 40.0813 752.769597
K13529 358.212 115.364 63.7343 1232.11762
K13533 271.096 123.23 87.7078 1136.68236
K13542 651.199 269.365 148.224 2143.61288
K13566 255.142 48.4199 19.5637 796.313202
K13570 325.609 34.603 15.7904 884.332344
K13571 95.4434 99.1725 89.6168 726.273937
K13574 306.71 31.0007 0 790.938647
K13581 180.484 218.179 16.9449 971.819106
K13584 84.992 163.637 35.6265 710.767315
K13587 274.329 149.725 108.02 1232.41202
K13590 379.777 116.234 50.9206 1244.23455
K13592 181.61 64.5224 60.1395 781.361506
K13598 1055.37 291.353 401.34 3122.64462
K13599 1011.05 357.999 401.756 3166.98251
K13611 230.898 252.595 173.202  1443.3432
K13614 397.06 1086.67 550.984 3309.78765
K13628 943.265 262.417 267.514 2741.07798
K13634 152.829 100.47 85.2536  848.84117
K13639 208.284 155.777 55.7023  1009.9866
K13640 672.995 167.393 660.919 2688.83163
K13641 134.48 93.4655 60.8715 744.576259
K13643 207.639 44.5606 43.3047 751.352229
K13652 206.221 54.5339 61.7658 812.424021
K13668 484.205 153.916 80.7447 1555.90719
K13688 1350.61 599.433 579.228 4141.73779
K13702 186.7 41.8965 55.6129 729.648643
K13735 105.416 73.4686 87.1122 690.380168
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K13756
KO

K13766
K13771
K13775
K13787
K13789
K13796
K13810
K13811
K13821
K13829
K13865
K13877
K13888
K13893
K13894
K13895
K13896
K13924
K13953
K13954
K13963
K13979
K13985
K13993
K14051
K14058
K14059
K14083
K14136
K14152
K14155
K14161
K14162
K14166
K14170
K14205
K14259
K14260
K14261
K14266
K14267
K14286
K14287
K14310
K14314
K14333
K14338
K14393

1.68919
Control
605.65
216.866
224.929
188.252
236.165
206.378
1205.11
446.35
911.048
547.476
462.548
70.6384
183.989
264.883
266.031
270.877
247.7
2542.85
992.34
414.86
102.257
5681.05
289.038
1654.68
2503.23
701.589
167.377
611.268
158.134
168.837
166.341
818.906
2630.83
192.171
636.814
614.821
211.36
287.01
424.405
725.148
862.766
293.357
277.052
74.3229
296.346
178.591
100.2
701.863

0
aBss4
551.118
67.2046
181.995
302.629
203.348
132.446
234.397
19.0508
651.877
17.4222
2.27273
140.585

67.816
226.977
65.2503
82.8392
67.2725
1473.97
553.292
137.091
92.1742
276.942
110.802
934.081
3496.86
161.128
51.8876
212.824
70.7014

0
79.3236
241.609
1555.21

111.83
217.238
135.689

80.324
327.435
174.413
274.032
206.589
115.909
367.267
2644.84
24,8122
107.405
341.834

523.83

234

1139.42
aBss18
1095.92
10.3869
128.76
133.091
416.869
60.3965
166.241
0
358.294
82.6175
17.8928
96.6282
59.3353
339.941
72.411
32.6999
87.3194
1212.9
174.522
166.921
157.259
225.604
90.5547
580.39
685.848
170.836
67.655
188.94
40.9085
146.052
35.8032
166.104
1057.66
35.4835
163.658
13.9842
50.4268
192.1
141.393
526.903
220.205
112.309
138.389
2.22966
85.3219
75.5979
32.4534
366.614

1477.55266
Stekel
3588.90275
739.098553
1233.92424
1368.37413
1725.34607
972.275196
2875.13895
1004.52514
3369.7831
1365.95981
1035.43067
761.489278
791.880114
1718.48487
975.989928
935.970596
975.265167
6914.45057
3080.22057
1565.56725
851.302674
6747.19125
1151.50266
4882.40729
7716.44125
2072.29028
738.695489
2057.28776
703.210044
746.936435
727.403224
2374.44918
6932.00875
847.382258
2061.89686
1577.13042
855.370914
1700.45828
1606.90855
2795.15447
2464.86665
1211.19921
1650.46515
3012.5624
961.796356
897.880401
1033.03231
2919.99762



K14407 115.687 74.4436 75.2425 692.199982
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K14414 146.787 150.719 25.6366 802.977305
K14415 1212.79 556.901 573.072  3911.7825
K14439 308.003 12.5312 3.57143 756.660266
K14441 1721.57 470.762 600.257  4420.9524
K14445 946 133.853 153.859 2338.17297
K14446 213.215 49.8254 72.7091 838.339049
K14447 120.701 104.575 36.9115 683.300991
K14448 340.896 84.9002 28.7917 1060.03568
K14520 101.301 69.429 141.906  773.80839
K14534 255.636 21.0138 20.8848 731.813283
K14572 274.464 24.6155 18.8004 771.922593
K14607 689.124 356.091 136.094 2313.59496
K14610 934.132 0 0 1675.22881
K14645 1167.67 343.305 189.576 3039.49216
K14647 100.349 100.754 58.4294 677.158193
K14652 2076.28 2138.87 520.376 6304.12065
K14660 13.2409 21.4437 358.812 758.609487
K14682 151.448 72.8237 63.046 742.245389
K14688 268.24 2.53165 9.56938  668.92557
K14731 105.303 117.256 117.164 837.870307
K14733 213.888 343.325 121.079 1461.01099
K14742 546.287 128.17 134.407 1708.75153
K14753 58.7784 639.628 2 1252.82749
K14772 221.511 36.5405 23.444 711.959255
K14855 609.543 999.694 245.289  3162.6351
K14941 194.331 58.0225 342.211  1258.6687
K14950 197.698 10.8696 79.9318 720.6218
K14963 1923.6 652.047 378.938 4600.29415
K14971 31.1237 8.43541 297.26 688.687471
K14980 260.801 89.5085 50.8176 972.413226
K14981 171.462 117.958 111.079  973.02625
K14982 798.631 43.1953 10.6312 1644.61366
K14986 400.481 122.618 34.7436  1255.8355
K14987 121.409 568.67 302.279 1868.66484
K14998 1196.77 52.7174 46.0063 2286.15957
K15011 283.374 53.2682 17.5147 855.848728
K15016 337.621 77.7891 880.904 2190.68824
K15034 619.246 173.922 171.216 1971.86224
K15066 106.079 118.879 44.0815 695.095128
K15125 315.196 56.7706 52.6046 1006.66618
K15257 149.461 108.649 169.553 1011.18815
K15268 293.543 109.185 37.4962 1044.22796
K15371 2135.87 888.313 673.703 5443.61463
K15372 1212.41 487.691 573.365 3819.95211
K15376 406.912 32.7057 21.2766 1037.70412
K15378 76.2106 523.843 3.73134 1154.39824
K15383 371.176 93.1208 62.2372 1206.82027
K15396 337.707 19.7479 0 817.67309
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K15408 385.592 173.309 110.753 1482.52938
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K15461 207.241 28.8397 28.9814 677.780878
K15468 768.577 269.457 177.352 2366.89446
K15502 176.31 45.1209 60.2132 725.775734
K15510 337.882 176.984 45532 1272.04279
K15512 244.195 253.789 106.525 1353.20102
K15513 177.128 166.597 232.181  1281.1806
K15521 590.389 180.587 317.511 2163.13702
K15526 265.09 47.5773 13.8226  797.91203
K15532 190.947 100.29 130.976 1014.37668
K15539 494.061 32.9077 31.0872 1208.81366
K15552 229.402 59.2186 168.474 1068.63267
K15553 483.909 178.916 108.01 1653.83226
K15554 305.561 186.331 61.93 1265.62825
K15555 336.865 145.294 35.9285  1189.9067
K15576 263.498 180.736 308.962 1592.24162
K15577 256.344 125.607 273.505 1424.66478
K15578 236.392 86.9834 73.2663 967.547075
K15580 839.062 489.117 361.66 3064.87569
K15581 735.119 1084.1 186.112 3344.31618
K15582 803.989 167.774 204.117  2287.8119
K15583 1002.38 415.172 313.539 3118.72245
K15633 633.172 574.962 490.5 3042.03052
K15634 1105.35 385.392 229 3085.21496
K15635 207.425 76.2097 51.9147 841.904441
K15642 35.9476 0 315.574 698.382916
K15654 1589.28 956.888 763.37 5032.33088
K15655 709.235 355.576 964.709 3355.77381
K15656 105.492 53.4942 382.133 1110.40732
K15664 197.484 132.743 88.4123 1012.08929
K15665 233.402 88.6508 38.4529 889.556098
K15666 942.422 460.728 215.996 2956.57479
K15667 203.531 340.673 244,238 1640.55187
K15682 536.095 29.7664 0 1180.08593
K15724 499.759 155.479 482.452 2189.73344
K15725 215.275 82.7668 59.7334 888.621945
K15726 1322.34 489.011 224.04  3493.1938
K15727 278.669 155.542 65.1917 1166.64427
K15731 368.539  0.810373 0 813.48457
K15736 438.266 78.213 85.4335 1338.40353
K15738 1324.05 472.779 708.02 4085.57848
K15772 300.911 77.8772 72.5075 1069.29798
K15777 988.799 291.602 103.792 2577.43483
K15778 1150.55 189.18 307.974 2947.67682
K15789 90.1296 137.985 62.3468 734.730787
K15836 294.756 680.139 310.745 2370.74697
K15856 221.38 76.4129 4951 864.921788
K15862 222.932 67.9363 50.0789 850.743525
K15866 1534.03 663.162 886.997 4758.95294
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K15894 488.819 58.0442 68.6094 1343.81797
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K15919 301.396 106.672 21.2767 1014.01745
K15923 449.522 203.21 310.037 1964.88685
K15975 1175.16 488.913 258.539 3364.34471
K15977 1974.69 552.006 396.883 4550.77499
K15980 356.715 25.6625 4.73934 884.971172
K15981 570.905 115.515 65.1537 1589.80829
K15987 1426.66 981.474 1101.37 5190.56393
K16011 609.017 323.308 265.124 2351.22833
K16012 102.66 1138.75 44,9196 2021.00441
K16013 234.044 81.6973 126.551 1053.96594
K16047 223.422 113.89 82.2115 1015.05034
K16048 423.964 167.83 117.696 1551.57894
K16051 1.74825 7.89474 1093.22 1466.10566
K16052 206.256 101.342 142.442 1067.99556
K16055 706.89 113.653 101.086 1865.19937
K16066 275.07 199.961 90.4975 1290.72795
K16079 384.097 273.163 76.848 1583.54933
K16087 303.727 300.005 152.404 1622.54988
K16088 251.505 129.41 82.2443 1100.37646
K16089 355.245 447 .45 261.325 2107.53425
K16090 787.652 455.692 667.804 3315.82216
K16091 158.428 67.1528 106.17 830.524243
K16092 937.157 403.767 457.968 3206.72295
K16137 201.934 142.137 181.484 1205.71817
K16147 1056.98 661.847 267.075 3447.66017
K16148 380.124 139.711 40.1229 1265.94135
K16149 163.927 77.0517 77.2692 807.414235
K16165 165.2 377.348 57.7534 1286.83287
K16167 320.25 136.771 53.1233 1182.62204
K16168 97.7469 89.6427 67.0299  666.34358
K16171 444.019 58.0333 59.9552 1251.17254
K16191 309.75 68.403 96.7718  1113.1599
K16203 413.521 70.7538 137.746 1377.90429
K16211 247.549 145.188 175.139 1291.17974
K16238 397.266 119.808 99.3515 1380.71888
K16264 703.519 635.711 646.326 3405.08569
K16267 137.622 85.1506 45.8415 701.216902
K16291 199.35 106.937 89.4521 967.220693
K16299 114.042 97.7679 58.2303  702.11033
K16329 260.06 126.641 76.5733 1100.04362
K16330 2.83362 37.4551 444.934 876.644745
K16363 60.7716 48.3819 215.911 750.698411
K16422 310.783 152.899 206.632 1476.16117
K16422 310.783 152.899 206.632 1476.16117
K16504 2.33645 0 814.607 1179.85709
K16506 134.123 197.63 9.33065 816.106549
K16554 1145.57 467.779 398.449 3493.88132
K16588 306.122 4.60829 0 714.877736
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K16593 235.9 134.19 86.3974 1087.50116
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K16628 236.819 50.7267 5.00201 724.678574
K16669 98.7574 215.249 452489 751.638413
K16692 135.173 119.414 98.427 874.111566
K16698 340.416 58.2175 106.327 1164.28022
K16726 211.198 179.35 225.536 1363.44198
K16732 308.757 10.4712 14.3438 784.112261
K16785 145.848 51.8393 127.943 808.924851
K16785 145.848 51.8393 127.943 808.924851
K16786 60.4806 1851.01 58.9801 2570.84656
K16786 60.4806 1851.01 58.9801 2570.84656
K16808 53.0476 5.42356 336.752 794.203485
K16843 11.4562 0 389.55 726.551998
K16870 227.824 100.782 38.5212 903.812728
K16871 345.052 71.1838 32.2679 1046.43235
K16874 184.225 49.8967 43.0118 715.614936
K16881 395.622 272.939 195.055 1815.23956
K16898 875.8 473.754 471.997 3238.02735
K16899 729.662 311.391 171.864 2367.35594
K16922 171.959 219.075 112.099 1160.25902
K16937 236.928 359.121 22.2357  1322.8188
K17103 1130.92 322.863 407.678 3277.45461
K17218 411.53 157.689 82.6784 1444.74819
K17222 187.001 42.8548 28.8855 671.268088
K17225 198.463 115.443 258.279 1267.82656
K17247 399.403 135.963 179.467 1557.83537
K17285 1079.78 268.451 177.559 2790.65139
K17286 372.525 292.399 431.773  2143.7198
K17315 119.239 116.775 31.7401 692.100943
K17316 246.434 21.0537 11.3907 688.425539
K17317 186.461 74.9552 55.419 804.170089
K17318 170.869 79.7387 21.9434 703.770931
K17382 299.394 136.814 105.139 1249.54575
K17592 205.531 216.64 52.1136 1104.61368
K17662 162.267 74.3803 24.3024 680.099312
K17675 428.458 294.001 111.713 1760.67436
K17686 3708.73 2928.03 1581.6 9203.18833
K17713 390.843 733.612 136.843 2333.38387
K17723 268.467 74.4367 106.636 1068.01157
K17725 421.33 439.805 129.33  1996.72799
K17732 445.25 173.431 78.2649 1521.84735
K17734 781.648 943.118 413.61 3594.62743
K17752 286.511 118.193 50.1703 1077.79408
K17758 132.819 63.7348 55.6222  665.73307
K17758 132.819 63.7348 55.6222  665.73307
K17760 439.67 326.655 114.325 1835.14249
K17762 285.029 67.1883 40.4517 946.938672
K17763 416.419 175.008 145.097 1600.86269
K17828 559.352 307.05 449.364 2499.86924
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K17836 1040.84 351.857 279.585 3028.19649
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K17837 508.291 238.877 241.589 2021.58625
K17947 578.687 178.191 154.89 1888.82069
K18020 236.445 96.5907 40.9147 917.694745
K18138 21911.3 1421.1 1837.28  13141.214
K18139 819.563 604.816 251.618 3031.23668
K18199 141.511 58.0564 80.7965 724.355857
K18204 352.168 472.855 124.011  1912.2968
K18222 177.279 57.887 89.8383 817.997864
K18235 868.265 569.593 226.893 3016.78911
K18244 676.476 149.517 86.7486 1861.10366
K18258 381.215 99.7858 84.5886 1283.93086
K18285 455.332 184.773 300.684 1928.90534
K18299 401.65 440.293 79.9012 1869.89329
K18334 694.97 276.957 149.879 2224.40543
K18336 556.697 0 22.4852 1190.83318
K18361 1589.06 0 0 2483.0991
K18369 274.57 39.8423 681.557 1784.35133
K18455 172.156 87.7611 76.4899 845.926522
K18478 168.822 51.9868 45.7868 694.700531
K18587 215.928 32.6775 138.502 926.827995
K18588 198.734 125.03 97.8372 1018.04357
K18622 727.099 423.784 140.361 2475.62879
K18625 902.526 111.072 20.7425  1964.9214
K18626 178.138 35.0158 43.6466 668.487145
K18643 1158.38 75.7107 51.536  2301.5871
K18652 148.516 92.5649 20.318 679.063265
K18660 238.043 40.3058 0 683.968353
K18661 303.2 156.721 312.613 1628.36337
K18672 271.705 131.974 69.3408 1117.69933
K18682 755.168 412.169 429.876 2927.90789
K18687 139.072 85.0902 81.1978 779.050292
K18688 119.602 227.269 87.2439 1013.02496
K18691 147.482 152.594 114.544 994.701098
K18702 830.853 451.51 208.064 2777.05271
K18703 3255.91 892.655 1069.6  6844.9022
K18707 555.99 174.193 455.28 2280.53782
K18778 815.196 15.0407 3.3557  1572.5991
K18802 89.2167 144.426 40.8696 697.439979
K18827 346.922 32.8527 33.5327 963.246243
K18828 260.722 34.7347 29.7305 799.479359
K18831 144.808 37.8689 263.74  994.53587
K18850 332.197 81.4957 24.9322 1027.54491
K18889 502.873 332.397 326.789 2285.77696
K18890 1185.4 406.506 504.112 3591.29482
K18893 544.926 79.8866 163.539 1659.29282
K18899 34.0192 427.527 5.44465 918.745321
K18901 244.669 53.7712 72.9967 910.082529
K18902 188.423 134.819 131.211 1077.77446
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K18910 142.381 133.656 13.0028 727.889277
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K18911 164.729 257.209 215.465 1384.88771
K18912 415.502 182.496 205.579  1713.7482
K18928 348.357 174.945 257.536  1663.3216
K18929 501.101 291.531 130.05 1911.12808
K18955 494.611 260.313 48.0606 1688.25254
K18967 737.378 318.351 586.054 2951.75523
K18979 783.542 360.199 218.028 2594.49924
K18980 201.677 155.572 134.815 1150.28493
K18981 196.077 79.6716 40.4823 800.663316
K18983 324.949 77.5146 157.847 1271.45979
K18997 299.828 65.9168 9.84252 893.873839
K19055 214.33 420.877 35.575 1400.57408
K19191 777.46 355.624 118.896 2411.18124
K19221 166.229 159.603 63.7244 947.638087
K19225 211.589 159.524 95.768 1105.19937
K19231 147.48 146.668 49.5216 852.910009
K19244 121.137 104.344 34.3206 677.696448
K19265 435.647 307.918 122.531 1814.56616
K19267 124.76 46.6487 162.388 810.694493
K19294 172.953 75.3606 67.7064 803.115562
K19302 727.56 327.965 215.706 2461.04868
K19303 310.497 43.8942 63.4279 991.158033
K19304 482.099 65.6064 1235.06 2727.60619
K19355 67.3221 420.549 36.8018 1079.23155
K19365 2.30415 889.328 0 1368.78016
K19416 230.2 35.9702 59.494 810.957362
K19421 337.617 395.458 766.044 2618.33247
K19425 236.521 58.2164 33.3504 817.295584
K19428 266.267 221.42 71.619 1273.07272
K19539 9859.42 0 4.28788 7606.79615
K19548 173.993 150.582 105.619 1030.56318
K19577 335.748 96.3314 61.3386 1148.43895
K19585 243.568 61.2583 140.934 1053.48751
K19588 291.046 65.7895 0 844.256851
K19591 310.79 62.195 85.6852 1079.59408
K19689 1088.41 287.545 159.982 2802.72139
K19707 300.79 85.4336 484.274 1709.57866
K19710 714.918 162.447 179.548 2108.96603
K19721 563.314 96.1112 56.5971 1520.46743
K19745 337.356 110.349 18.4164 1079.55847
K19746 210.393 132.979 51.8817 962.948505
K19760 608.25 450.249 660.442 3033.50728
K19784 700.72 329.308 809.91 3154.18285
K19791 5356.4 2.17391 53.2528  5691.8189
K19802 469.543 280.333 192.469 1948.08847
K19804 137.231 99.1489 71.3773 784.303607
K20032 91.9827 121.065 08.5299 779.212522
K20034 845.065 247.162 77.3386 2257.43379
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K20035 388.3 102.982 323.414 1692.24234
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K20074 2921.06 1023.03 765.278 6412.37618
K20225 388.265 17.601 1.03093 905.674601
K20265 257.83 61.4222 41.1534 884.101055
K20276 1999.28 691.177 648.638 5051.78337
K20332 562.092 0 2.89017 1143.25818
K20353 261.752 98.7264 37.9383  964.10892
K20444 479.236 291.162 193.076  1982.2826
K20459 266.851 23.299 179.516  1071.8669
K20465 377.952 3.03951 13.3303 881.414227
K20478 187.4 226.978 112.443 1206.33011
K20497 337.643 154.19 27.9142 1188.60854
K20523 1841.98 48.6191 56.7418 3042.93096
K20530 234.379 54.9092 23.7379 781.892034
K20533 281.535 12.6323 0 694.174259
K20534 1628.05 639.771 633.847 4574.90947
K20543 352.172 80.9831 32.9456 1081.96372
K20757 61.7384 46.932 299.762 875.756955
K20807 443.722 87.7841 85.0523 1367.16733
K20810 94.6719 138.112 79.786 781.666724
K20814 341.983 124.984 56.6843 1206.98801
K20862 175.302 44.7474 46.7835 693.435031
K20929 156.815 81.9035 34.483 709.583677
K21029 397.688 509.375 139.981 2070.19355
K21062 208.49 90.5877 77.2652 927.919599
K21071 1287.24 592.308 489.84 3950.15466
K21084 666.279 455.795 188.402 2511.58954
K21085 120.766 11.9268 267.869 878.412194
K21105 125.976 56.2867 148.486 811.953999
K21134 215.893 78.1368 26.9461 804.997116
K21140 778.173 67.9871 15.5009 1685.98139
K21142 226.999 83.1164 52.2281 896.388054
K21147 1332.84 504.729 948.22  4378.6297
K21148 170.475 105.831 48.0459 819.220072
K21159 479.731 169.363 104.859 1623.80102
K21270 264.192 18.8484 3.25945 691.534445
K21303 2547.16 41.6766 87.9609 3788.67791
K21307 120.006 408.344 45.0194 1205.28252
K21310 436.218 266.392 114.437 1734.83944
K21393 975.633 403.874 332.109 3092.93915
K21395 665.743 333.558 156.942 2281.06374
K21397 49.7236 180.046 84.9945 757.924536
K21401 338.8 113.022 121.635 1305.83614
K21405 184.78 58.7 53.1197 759.634358
K21416 515.986 274.904 331.393 2223.74185
K21417 902.572 392.543 336.419 2983.44538
K21420 360.948 177.988 171.844 1555.49853
K21430 3098.05 1634.77 835.4 7198.33945
K21440 135.192 323.264 28.9415 1075.36788
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K21449 607.485 479.046 204.083 2479.21426
KO Control aBss4 aBss18 Stekel
K21464 147.153 86.8181 57.0409 750.133067
K21469 87.1044 133.58 73.3055 741.923336
K21470 2080.18 646.706 415.959 4803.33026
K21471 541.981 327.917 55.2997 1887.15028
K21472 734.495 170.647 173.846 2143.16793
K21498 391.054 121.937 126.108 1423.92648
K21567 176.877 146.866 237.845 1252.93307
K21572 2728.76 1624.16 1327.2 7303.86591
K21573 397.31 176.034 377.783 1921.27115
K21575 246.573 99.7873 163.411 1180.69588
K21600 605.198 127.994 171.376 1864.79077
K21613 323.946 132.572 219.301 1481.90844
K21620 156.817 0 674.699 1426.69218
K21672 263.82 116.327 58.2674  1048.8669
K21698 173.949 57.659 49.9723 727.855089
K21703 361.327 110.285 68.4688 1237.44012
K21852 276.037 52.2317 4.31034 801.277065
K21883 414.326 142.778 57.6139 1369.86483
K21929 2174.6 916.131 1673.43 6369.02934
K22003 378.996 277.021 111.045 1647.22693
K22010 263.431 198.186 84.9419 1254.58563
K22016 2.79851 5316.01 0 4005.41626
K22024 465.518 274.179 99.3838 1768.11709
K22025 366.828 96.6561 980.577 2376.50095
K22027 438.777 203.137 51.2496 1506.62135
K22044 334.961 347.498 102.818 1662.63858
K22074 211.153 67.2845 96.4454 921.110278

242



Anexo 9. Grafico Stekel datos KEGG perteneciente al anexo 10.
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Anexo 10. Abundancia relativa para la enzima 3-fitasa (K01083).

Control aBss4 aBss8/18
Actinobacteria 0,00442312 0,001506441| 0,000340574
Alphaproteobacteria 0,00533138 0,001481477| 0,016427701
Bacteroidetes 1,4251E-05 0,009373186| 0,000124483
Betaproteobacteria 0,00477885 0,010118559| 0,005948634
Cyanobacteria 0,00985789 0,014705316| 0,02775197
Deltaproteobacteria 0,00413796 0,014024527| 0,053320284
Firmicutes 0,00174499 0,000960482| 0,002789072
Gammaproteobacteria | 0,00198983 0,012377879| 0,001639436
Otros 0,00538492 0,000384152| 0,002566337
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Anexo 11. Abundancia relativa a nivel de Filo sobre subcategorias KEGG.

Carbono

Energia

Lipidos

Nucleétidos

Aminoacidos

Terpenoides

Biosintesis

Xenobidticos

Planta-
Patégeno

Quorum-
sensing

Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18
Control
aBss4
ABss8/18

Control

Otros
29.7893522
28.1697586
32.7805247
31.7629058
37.5501366
30.386299
37.4293409
25.6107581
24.6105513
32.9102909
28.5761314
35.6045004
33.0186462
31.6663216
26.2207659
22.1474491
15.6917889
22.5106731
36.4466268
35.0626086
30.2659602
24.236382
23.5042734
22.8025521
18.9785701
19.1891232
31.4855048
28.6663704
18.8289656
30.753067
28.8404902

Sacchari
bacteria

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o o

Gemmatimo
nadetes

6.39827349
0
5.30144276
0
0
5.32554729

0
0
0
0
0
0
0
0

5.28000765

O O O O O O O O o o o o o

Gammaproteo
bacteria

11.1477285
7.41397625
8.64634145
9.45134474
6.5639822
7.24534161
8.51864626
6.52608487
8.72804597
7.41117807
7.09068912
10.4678354
14.6425911
8.797937
9.75412175
11.1385179
6.72080851
9.8277089
10.3974521
10.1638342
9.98750505
8.18620193
6.34757833
6.87950027
64.5595635
15.0406182
34.4515056
11.3871886
14.3040573
20.1206578
16.3517187

Firmicutes
0
5.48520317
5.9540359
0
0
7.59713503
0
7.77142248
6.71772284
0
5.08659764
0
0
0
6.48276193
5.01744582
6.12217622
6.82062599

0
0
0
0
0

5.41959563
0
0
6.12614252
0
15.7192689
0
0

Dictyoglomi
0
6.89759814
0
0
10.4292748

O O O O O O O O O O O 0O O O O O O O 0o 0o o o o o o o

Deltaproteo
bacteria

5.06270901
0
0
0
0
0
0

6.88721983
0

0

0
6.79822978
0

0
5.4676036
5.5010302
5.51149906
11.6972515
0

0
8.18770723
8.03979507
5.2686664
0

5.17686491
0
6.98645932
0

Cyano
bacteria

O O O O O O O O o o o o o o o

5.89347714
6.50930334
6.584843

O O O O O O O O o o o o o

Chloroflexi

O O O O O O O O O 0O O 0O O 0O O O O 0O O 0O 0o 0o o o o o o o

11.9725405

Betaproteo
bacteria

7.87206991
6.9107174
9.57868976
9.02734108
6.65340476
7.9631356
9.72447141
8.59562706
11.6976115
8.30446685
5.67779695
6.20618865
9.01576865
7.28853737
8.8935403
9.27391587
7.42288497
6.44681695
9.7877856
6.0366001
8.72859112
10.9889167
11.6959996
12.0383041
8.71655826
11.7976248
16.7047356
12.72366
11.9583594
8.87746183
12.6116011

Bacteroidetes
5.7498265
5.03871408
7.95491736
6.76472664
0
9.2783462
5.31161415
0
8.98128755
7.45016271
5.66563311
8.61709605
5.54824038
5.90876677
7.31998126
0

0

0

0
5.07737798
7.95262705
7.5981031
0
5.06641346
0
5.48567318
0

0

0
8.83885407
0

Alphaproteo
bacteria

18.7189016
15.3726432
14.9548525
17.2691233
18.3632757
13.7884902
18.3412352
17.5436349
16.1872053

21.285667
21.6192578
12.4746513
17.8179558
17.3962716
15.0976872
18.4221996
17.2047359
16.6727396

21.443569
20.7934137
12.8821241
25.2810869
24.6683458
21.6419952
7.74530819
24.2549422
11.2321114
29.5653657
16.9976662
13.9725991
19.2177738

Actino
bacteria

15.1152786
16.4875395
9.22241724
13.7940149
12.9793949
8.78980783
15.434233
19.29785
9.31505715
15.7266858
14.9336499
7.99412155
14.2849491
20.851795
10.8140702
17.0731312
29.4973592
7.91228655
15.8613754
15.5734486
10.3623309
15.6695144
18.0750624
16.8507912
0
14.3685991
0
12.4805504
10.2191421
10.4509009
10.681843

Acido
bacteria

6.54413368
8.22384969
10.9082211
5.53227004
7.46053106
9.65000174
5.24045906
7.76740283
8.4369711
6.91154873
11.3502441
11.8373769
5.67184882
8.09037075
9.94946784
5.53283322
5.31944396
6.24704678
6.06319101
7.29271679
11.6331543
0
10.4400741
9.300848

0
9.86341934
0

0

0

0
12.2965733



Secrecion  aBss4 21.3884037 0 15.5226876 17.0499098 0 0 0 0 0 9.64171906 0 17.5644198 8.00937282 10.8234873

bacteriana
ABss8/18 24.6870161 10.4523657 0 14.0002195 0 0 8.33541075 0 0 8.99262517 7.8791211  9.3447265 6.32396205 9.98455319
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Comandos utilizados en el analisis de datos

A.1l. Andlisis de calidad y filtrado de las secuencias

A.1.1 PRINseq

HHHHB BB HAHAH A B BB HCOMANDOS HARHAHHHH BB RAHAHHHEA

prinseq-lite.pl -fastq 04R1.fastq -fastq2 04R2.fastq -trim_qual_right 20 -min_qual_mean 20 -min_len 50 -
out_good 04R1.good.out 04R2.good.out -out_bad 04R1.bad.out 04R2.bad.out

prinseq-lite.pl -fastq 18R1.fastq -fastq2 18R2.fastq -trim_qual_right 20 -min_qual_mean 20 -min_len 50 -
out_good 18R1.good.out 18R2.good.out -out_bad 18R1.bad.out 18R2.bad.out

prinseg-lite.pl -fastq CR1.fastq -fastq2 CR2.fastq -trim_qual_right 20 -min_qual_mean 20 -min_len 50 -
out_good CR1.good.out CR2.good.out -out bad CR1.bad.out CR2.bad.out

A.1.2 Fast Join

Hed#H##H#HHHHH#AEH COMANDOS HEHHHHHHHBHHHHARAHRH
join_paired_ends.py -f CR1.good.out_1.fastq -r CR1.good.out_2.fastq -o CR1.join.fastq

join_paired_ends.py -f 04R1.good.out_1.fastq -r 04R1.good.out_2.fastq -o 04R1.join.fastq

join_paired_ends.py -f 18R1.good.out_1.fastq -r 18R1.good.out_2.fastq -0 18R1.join.fastq

A.1.3 Cat Join

cat file.join.fastq file.unjoinl.fastq file.unjoin2.fastq > file.clean_join.fastq



A.2. Alineamiento con BOWTIE2

Bowtie2

HHHHBBRRAHHHBRHH COMANDOS HAHHAHHBRHHHHHHBRH

bowtie2-build -f MaizGenome.fna,Genome2.fna,arthropoda.fna genome

bowtie2 -x genome --un unmappedM4.fastq -fa -U 04R1.join.fastg.fasta -S M4.sam

#EI comando “—un” crea un archivo de las lecturas que no mapean contra esas BD y es el archivo que
necesitamos.

A.3. Alineamiento y asignacion taxonémica

A.3.1 Alineamiento con Blastn

HAHBHHAHBHHAAHAAH COMANDOS HH#HAHAHBHAAAHABHAH

blastn —db /$PATH -max_target_seqs 1 -outfmt 6 -best_hit_score_edge 0.00001 -num_threads 24

A.3.2 Asignacion taxonOmica blast2lca

Software blast2lca/0.8

HHHAH B BB RAAAABHHEH COMANDOS HHA#RAHAHHHBRAHHAHBHEA

blast2Ica -savemem -dict /SPATH -nodes /$PATH -names /$PATH

-levels=superkingdom:phylum:class:order:family:genus:species MC > MC2.fasta
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A.4. Andlisis de la diversidad microbiana mediante 16S (SingleM)
A.4.1 SingleM

HHABHBHBHBHBHBHAH COMANDOS HH A HHAHHAHHHHBHBHBHE

#el for no lo agarr6 asi que se hace manual para cada tratamiento.
for file in *fasta; do singlem pipe --sequences $file --otu_table $file.csv --threads 24 ;done

for file in *.csv; do singlem summarise --input_otu_table $file --cluster --clustered_output_otu_table $file.csv

A.5. Curvas de rarefaccion

Software /giime/1.9.0

biom convert -i otusmega.txt -o OTUsrpIN.biom --table-type="OTU table" --to-hdf5 --process-obs-metadata taxonomy
filter_otus_from_otu_table.py -i OTUsrpIN.biom -0 OTUssingletons.biom --min_count_fraction 0.01
multiple_rarefactions.py -i OTUssingletons.biom -0 /$PATH -x 7000 -m 100 -s 10 -n 5 --lineages_included
alpha_diversity.py -i /SPATH -0 /$PATH -m observed_otus,shannon,chaol,simpson

collate_alpha.py -i /'SPATH -0 /$PATH

make_rarefaction_plots.py -i /$PATH -m /$PATH -o /$PATH
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A.6. Contruccidon de Heatmaps

HEATMAP

library(vegan)

library(RColorBrewer)

library (ape)

library (gplots)

HHHEHH A AR A
### B) Reading in data and transform it into matrix format

HHHEHH AR
matriz <- read.table("FAMILIA10.1.csv",sep=",", header=TRUE, row.names=1)
matrizm <- as.matrix(matriz)

matriz_clus <-t(matrizm)

P H A AR
### D) Dendograma samples

HHHHH AR
pdf("taxa_abundance_species.pdf")

cluster.phy <- hclust(vegdist(matriz_clus, method="bray"))
cluster_dnd.phy <- as.dendrogram(cluster.phy)

plot(cluster.phy)

dev.off()

HHAR TR R R A R AR R
### D) Customizing and plotting the heat map

HHAR TR R R R A R R AR
quantile(matrizm)

my_palette <- colorRampPalette(c("wheat", "orange"”, "red", "firebrick", "black"))(n = 5)
svg("Relative abundance.svg", width=18, height=23)
par(mar=c(0.5,0.5,0.5,0.5))

heatmap.2(matrizm, Rowv=FALSE, Colv=cluster_dnd.phy, breaks=c( 0.09480463, 0.27840440,
0.48574877, 1.12318285, 5, 18.11529693), col =my_palette, dendrogram = c("col"),

key=FALSE trace="none",sepwidth=c(0.01, 0.01), sepcolor="white", colsep=1:ncol(matrizm),

rowsep=165:nrow(matrizm),lhei = ¢(0.1,0.8),lwid = ¢(0.2,8),
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cexRow=1.8,cexCol=3,srtCol=0,
margins=c(10,30))
legend("bottom", c("<0.25%", "0.27-0.48%", "0.5-1.1","1.12-4.99%", "5-19%"), bty="n",
hor=TRUE, fill= my_palette, cex=2.5)
dev.off()

A.7. Ensamble de los metagenomas

A.7.1 Ray-assembler

Software /Ray/2.3.1

for file in *fastq; do mpiexec -n 40 Ray -k 31 -minimum-contig-length 300 -s $file -o $file.out; done

A.7.2 MEGAHIT

megahit --12 CRL1.join.fastq -o megahit_COntrol --k-min 31 --k-max 31 --min-contig-len 500

A.8. Resumen de los taxones

A.8.1 MetaPhlan2

export2graphlan.py --skip_rows 1,2 -i aBss8.txt --tree merged_abundance.tree.txt --annotation
merged_abundance.annot.txt --most_abundant 250 --abundance_threshold 1 --least_biomarkers 15

--external_annotations 5,6 --min_clade_size 1 --max_clade_size 400 --max_font_size 11 --ftop 200

graphlan_annotate.py --annot merged_abundance.annot.txt merged_abundance.tree.txt
merged_abundance.xml

graphlan.py --dpi 400 merged_abundanceAB18.xml merged_abundance.svg --external_legends --size 8
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A.8.2 Histogramas
library(RColorBrewer)

library(ggplot2)

colorsl <- colorRampPalette(c("gray47", "gray53"))(1)
colors2 <- colorRampPalette(c("coral”, "corall"))(1)

colors3 <- colorRampPalette(c("chocolate", "chocolate1"))(1)
colors4 <- colorRampPalette(c("blueviolet”, "blueviolet"))(1)
colors5 <- colorRampPalette(c("orchid", "orchid2"))(1)
colors6 <- colorRampPalette(c("navyblue”, "navyblue™))(1)
colors7 <- colorRampPalette(c("indianred”, "indianred4™))(1)
colors8 <- colorRampPalette(c("seagreen”, "seagreen4"))(1)

colors9 <- colorRampPalette(c("snow", "snow3"))(1)

colors10 <- colorRampPalette(c("magenta”, "magenta4"))(1)
colors1l <- colorRampPalette(c("greenyellow", "greenyellow™))(1)
colors12 <- colorRampPalette(c("lightblue", "lightblue1"))(1)
colors13 <- colorRampPalette(c("purple", "purple"))(1)

colors14 <- colorRampPalette(c("chartreuse”, "chartreusel1"))(1)
colors15 <- colorRampPalette(c("paleturquoise”, "paleturquoise™))(1)
colors16 <- colorRampPalette(c("hotpink", "hotpink2"))(1)

colors17 <- colorRampPalette(c("yellow", "yellow1"))(1)

colors19 <- colorRampPalette(c("cadetblue”, "cadetblue2"))(1)

colors20 <- colorRampPalette(c("sandybrown”, "sandybrown™))(1)
colors21 <- colorRampPalette(c("darkolivegreen”, "darkolivegreen1"))(1)
colors22 <- colorRampPalette(c("dimgray”, "dimgray"))(1)

colors23 <- colorRampPalette(c("darkmagenta”, "darkmagenta™))(1)
colors24 <- colorRampPalette(c("gold", "gold3"))(1)

colors25 <- colorRampPalette(c("aquamarine”, "aguamarine4"))(1)
colors26 <- colorRampPalette(c("lightcyan2", "lightcyan3"))(1)
colors27 <- colorRampPalette(c("darkgoldenrod”, "darkgoldenrod4"))(1)
colors28 <- colorRampPalette(c("khaki2", "khaki3"))(1)

colors29 <- colorRampPalette(c("purple", "purple4"))(1)

colors30 <- colorRampPalette(c("darkorange”, "darkorangel1™))(1)
colors31 <- colorRampPalette(c("lightskyblue”, "lightskyblue™))(1)
colors32 <- colorRampPalette(c("orange”, "orange4™))(1)

colors33 <- colorRampPalette(c("gray0", "gray2"))(1)

colors34 <- colorRampPalette(c("green”, "greenl))(1)

colors35 <- colorRampPalette(c("lightgreen”, "darkgreen™))(1)
colors36 <- colorRampPalette(c("deeppink”, "deeppink1"))(1)
colors37 <- colorRampPalette(c("lemonchiffon”, "lemonchiffon2"))(1)
colors38 <- colorRampPalette(c("lightskyblue", "lightskyblue2"))(1)
colors39 <- colorRampPalette(c("lightblue", "darkblue™))(1)

colors40 <- colorRampPalette(c("corall”, "corall"))(1)

colors41 <- colorRampPalette(c("burlywood", "burlywood1"))(1)
colors42 <- colorRampPalette(c("maroonl”, "maroonl1"))(1)
colors43 <- colorRampPalette(c("firebrick", "firebrick4"))(1)

colors44 <- colorRampPalette(c("tomato2", "tomato2"))(1)

colors45 <- colorRampPalette(c("darkslategray"”, "darkslategray4™))(1)
colors46 <- colorRampPalette(c("peachpuff", "peachpuff4"))(1)
colors47 <- colorRampPalette(c("palevioletred”, "palevioletred"))(1)
colors48 <- colorRampPalette(c("lightpink”, "lightpink"))(1)

colors49 <- colorRampPalette(c("chocolate", "chocolate4"))(1)
colors50 <- colorRampPalette(c("bisque", "bisque4™))(1)
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colors51 <- colorRampPalette(c("deeppink”, "deeppink™))(1)

colors52 <- colorRampPalette(c("darkslategray?2”, "darkslategray3))(1)
colors53 <- colorRampPalette(c("limegreen”, "limegreen™))(1)

colors54 <- colorRampPalette(c("darkseagreen”, "darkseagreen4"))(1)
colors55 <- colorRampPalette(c("palevioletred", "palevioletred1"))(1)
colors56 <- colorRampPalette(c("darkorchid", "darkorchid"))(1)
colors57 <- colorRampPalette(c("cyan”, "cyan4™"))(1)

colors58 <- colorRampPalette(c("cornsilk", "cornsilk4"))(1)

colors59 <- colorRampPalette(c("deepskyblue”, "deepskyblue4™))(1)
colors60 <- colorRampPalette(c("gold", "goldenrod4™))(1)

colors61 <- colorRampPalette(c("grey", "grey"))(1)

colors62 <- colorRampPalette(c("dodgerblue”, "dodgerblue™))(1)
colors63 <- colorRampPalette(c("lightgoldenrod”, "lightgoldenrod™))(1)
colors64 <- colorRampPalette(c("lightpink”, "lightpink1"))(1)

colors65 <- colorRampPalette(c("mediumpurple”, "mediumpurple4"))(1)
colors66 <- colorRampPalette(c("lightsteelblue”, "lightsteelblue4"))(1)

colors67 <- colorRampPalette(c("orangered", "orangered"))(1)
colors68 <- colorRampPalette(c("palegreen”, "palegreen™))(1)
colors69 <- colorRampPalette(c("slateblue", "slateblue4"))(1)
colors70 <- colorRampPalette(c("yellow", "yellow2"))(1)

colors71 <- colorRampPalette(c("navajowhite”, "navajowhite1"))(1)
colors72 <- colorRampPalette(c("slategray", "slategray"))(1)
colors73 <- colorRampPalette(c("sienna”, "sienna2"))(1)

colors74 <- colorRampPalette(c("midnightblue”, "midnightblue™))(1)
colors75 <- colorRampPalette(c("rosybrown", "rosybrown4"))(1)
colors76 <- colorRampPalette(c("plum”, "plum1))(1)

colors77 <- colorRampPalette(c("wheat", "wheat1"))(1)

colors78 <- colorRampPalette(c("violetred1", "violetred1"))(1)
colors79 <- colorRampPalette(c("linen", "linen"))(1)

colors80 <- colorRampPalette(c("tomato3", "tomato3"))(1)
colors81 <- colorRampPalette(c("turquoisel”, "turquoisel™)) (1)
colors82 <- colorRampPalette(c("red", "firebrick4™))(1)

colors83 <- colorRampPalette(c("steelblue”, "steelblue4™))(1)
colors84 <- colorRampPalette(c("green”, "green™))(1)

colors85 <- colorRampPalette(c("darkkhaki”, "darkkhaki"))( 1)
colors86 <- colorRampPalette(c("deepskyblue”, "deepskyblue™))(1)
colors87 <- colorRampPalette(c("lemonchiffon”, "lemonchiffon2"))(1)
colors88 <- colorRampPalette(c("lightsalmon", "lightsalmon"))(1)
colors89 <- colorRampPalette(c("chocolate3", "chocolate3"))(1)
colors90 <- colorRampPalette(c("mediumorchid”, "mediumorchid))(1)
colors91 <- colorRampPalette(c("khaki", "khaki3"))(1)

colors92 <- colorRampPalette(c("brown”, "brown4"))(1)

colors93 <- colorRampPalette(c("springgreen”, "springgreen™))(1)
colors94 <- colorRampPalette(c("tan", "tan4"))(1)

colors95<- colorRampPalette(c("gray80", "gray83"))(1)

colors96 <- colorRampPalette(c("olivedrabl", "olivedrab1"))(1)
colors97 <- colorRampPalette(c("olivedrabl”, "olivedrab2"))(1)
colors98 <- colorRampPalette(c("pink1", "pink3"))(1)

colors99 <- colorRampPalette(c("indianred"”, "indianred4"))(1)
colors100 <- colorRampPalette(c("steelblue", "steelblue4"))(1)
colors101 <- colorRampPalette(c("snow2", "snow4"))(1)

colors102 <- colorRampPalette(c("magenta”, "magenta4"))(1)
colors103 <- colorRampPalette(c("green”, "green3"))(1)

colors104 <- colorRampPalette(c("lightcoral”, "lightcoral™))(1)
colors105 <- colorRampPalette(c("powderblue”, "powderblue™))(1)
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colors106 <- colorRampPalette(c("chartreuse”, "chartreuse"))(1)
colors107 <- colorRampPalette(c("paleturquoise”, "paleturquoise4™))(1)
colors108 <- colorRampPalette(c("hotpink", "hotpink™))(1)

colors109 <- colorRampPalette(c("yellow", "yellow2"))(1)

colors110 <- colorRampPalette(c("cadetblue”, "cadetblue"))(1)
colors111 <- colorRampPalette(c("sandybrown", "sandybrown"))(1)
colors112 <- colorRampPalette(c("darkolivegreen", "darkolivegreen™))(1)
colors113 <- colorRampPalette(c("dodgerblue”, "dodgerblue4™))(1)
colors114 <- colorRampPalette(c("cyan”, "cyan2"))(1)

colors115 <- colorRampPalette(c("antiquewhite", "antiquewhite2"))(1)
colors116 <- colorRampPalette(c("aquamarine”, "aguamarine™))(1)
colors117 <- colorRampPalette(c("lightcyan2"”, "lightcyan3"))(1)
colors118 <- colorRampPalette(c("darkgoldenrod”, "darkgoldenrod4™))(1)
colors119 <- colorRampPalette(c("khaki", "khaki4"))(1)

colors120 <- colorRampPalette(c("purple", "purple"))(1)

colors121 <- colorRampPalette(c("darkred”, "darksalmon™))(1)
colors122 <- colorRampPalette(c("lightskyblue", "skyblue4"))(1)
colors123 <- colorRampPalette(c("orange”, "orange"))(1)
colors124 <- colorRampPalette(c("tomato”, "tomato4"))(1)
colors125 <- colorRampPalette(c("salmon”, "salmon4"))(1)
colors126 <- colorRampPalette(c("lightgreen”, "lightgreen™))(1)
colors127 <- colorRampPalette(c("darksalmon”, "darksalmon™))(1)

colors128 <- colorRampPalette(c("lawngreen”, "lawngreen”))( 1)
colors129 <- colorRampPalette(c("lightseagreen”, "lightseagreen™))( 1)
colors130 <- colorRampPalette(c("lightblue", "darkblue™))( 1)
colors131 <- colorRampPalette(c("coral”, "corald"))(1)

colors132 <- colorRampPalette(c("burlywood", "burlywood4"))(1)
colors133 <- colorRampPalette(c("maroon”, "maroon4"))(1)

colors134 <- colorRampPalette(c("magenta”, "maroon4"))(1)
colors135 <- colorRampPalette(c("tomato", "tomato4"))(1)

colors136 <- colorRampPalette(c("darkslategrey”, "darkslategrey"))(1)
colors137 <- colorRampPalette(c("peachpuff’, "peachpuff4"))(1)
colors138 <- colorRampPalette(c("palevioletred”, "palevioletred4"))(1)
colors139 <- colorRampPalette(c("lightpink", "pink4™))(1)

colors140 <- colorRampPalette(c("chocolate”, "chocolate3"))(1)
colors141 <- colorRampPalette(c("bisque", "bisque4™))(1)

colors142 <- colorRampPalette(c("deeppink”, "deeppink™))(1)
colors143 <- colorRampPalette(c("darkslategray”, "darkslategray4"))(1)

colors144 <- colorRampPalette(c("limegreen”, "limegreen"))(1)
colors145 <- colorRampPalette(c("darkseagreen”, "darkseagreen"))(1)
colors146 <- colorRampPalette(c("lavender"”, "lavenderblush4"))(1)
colors147 <- colorRampPalette(c("darkorchid", "darkorchid™))(1)
colors148 <- colorRampPalette(c("cyan”, "cyan™))(1)

colors149 <- colorRampPalette(c("cornsilk1", "cornsilk1"))(1)

colors150 <- colorRampPalette(c("darkorange”, "darkorange4"))(1)
colors151 <- colorRampPalette(c("gold", "goldenrod4™))(1)

colors152 <- colorRampPalette(c("grey", "grey"))(1)

colors153 <- colorRampPalette(c("dodgerblue”, "dodgerblue4"))(1)
colors154 <- colorRampPalette(c("lightgoldenrod", "lightgoldenrod™))(1)
colors155 <- colorRampPalette(c("lightgrey”, "lightgrey™))(1)

colors156 <- colorRampPalette(c("mediumpurple”, "mediumpurple4"))(1)
colors157 <- colorRampPalette(c("lightsteelblue”, "lightsteelblue"))(1)
colors158 <- colorRampPalette(c("orangered", "orangered3"))(1)

colors159 <- colorRampPalette(c("palegreen”, "palegreen™))(1)
colors160 <- colorRampPalette(c("red", "red4"))(1)
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colors161 <- colorRampPalette(c("mediumvioletred”, "mediumvioletred"))(1)

colors162 <- colorRampPalette(c("navajowhite”, "navajowhite"))(1)

colors163 <- colorRampPalette(c("slategray”, "slategray"))(1)
colors164 <- colorRampPalette(c("sienna”, "sienna™))(1)
colors165 <- colorRampPalette(c("hotpink", "hotpink4"))(1)
colors166 <- colorRampPalette(c("rosybrown”, "rosybrown2"))(1)
colors167 <- colorRampPalette(c("plum”, "plum4™))(1)

colors168 <- colorRampPalette(c("gray47", "gray53"))(1)

TTM <- read.table("histo7.txt", header=TRUE, sep=",")
pdf("Relative abundance of Bacterial OTUs by samples.pdf’, width=45, height=35)
ggplot(TTM,aes(x = factor(Sample, levels=unique(Sample)), y =Frequency, fill =OTU.ID,)) +
geom_bar(stat="identity") + guides(fill=FALSE) +
labs(title = "Abundancia Relativa y Normalizada",
y = "Abundancia Relativa (%)", x = "Muestras", fill = "OTUs") +

theme(legend.position="bottom", legend.title = element_text(colour="black", size=40,
face="bold"), legend.text = element_text(colour="black", size=10, face="italic"),

axis.text.x = element_text(colour="black",size=10,face="bold",angle = 90),
axis.text.y = element_text(colour="black",size=10,face="bold"),

axis.title.x = element_text(colour="black",size=15,face="bold"),

axis.title.y = element_text(colour="black",size=15,face="bold")) +
guides(fill=guide_legend(nrow=60)) +

scale_fill_manual(values=c("#787878", "#FF7F50", "#D2691E", "#8A2BE2", "#DA70D6",
"#000080", "#CD5CS5C", "#2E8B57", "#FFFAFA", "#FFOOFF", "#ADFF2F", "#ADD8EG",
"#A020FQ", "#7FFFO00", "#AFEEEE", "#FF69B4", "#FFFF00", "#5FO9EAQ", "#F4A460",
"#556B2F", "#696969", "#8B008B", "#FFD700", "#7FFFD4", "#D1EEEE", "#B8860B",
"#EEEG685", "#A020F0", "#FF8CO00", "#87CEFA", "#FFA500", "#000000", "#00FF00",
"#O0EEQQ", "#FF1493", "#FFFACD", "#87CEFA", "#ADDS8EG", "#FF7256", "#DEB887",
"#FF34B3", "#B22222", "#EES5C42", "#2F4FAF", "#FFDAB9", "#DB7093", "#FFB6C1",
"#D2691E", "#FFE4C4", "#FF1493", "#8DEEEE", "#32CD32", "#8FBC8F", "#DB7093",
"#9932CC", "#OOFFFF", "#FFF8DC", "#00BFFF", "#FFD700", "#BEBEBE", "#1E90FF",
"#EEDD82", "#FFB6C1", "#9370DB", "#BOCA4DE", "#FF4500", "#98FB98", "#6A5ACD",
"#FFFFO0", "#FFDEAD", "#708090", "#A0522D", "#191970", "#BC8F8F", "#DDAODD",
"#FSDEB3", "#FF3E96", "#FAFOEG", "#CD4F39", "#00F5FF", "#FF0000", "#4682B4",
"#00FF00", "#BDB76B", "#00BFFF", "#FFFACD", "#FFAOQ7A", "#CD661D", "#BA55D3",
"#HFOEG8C", "#A52A2A", "#OOFF7F", "#D2B48C", "#CCCCCC", "#COFF3E", "#COFF3E",
"#FFB5C5", "#CD5C5C", "#4682B4", "#EEEO9E9", "#FFOOFF", "#00FF00", "#F08080",
"#BOEOEG", "#7FFF00", "#AFEEEE", "#FF69B4", "#FFFF00", "#5F9EAQ", "#F4A460",
"#556B2F", "#1EQOFF", "#00OFFFF", "#FAEBD7", "#7FFFD4", "#D1EEEE", "#B8860B",
"#FOEG8C", "#A020F0Q", "#8B0000", "#87CEFA", "#FFAS500", "#FF6347", "#FA8072",
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"#QOEEQQ", "#E9967A", "#7CFC00", "#20B2AA", "#ADDSESG", "#FF7F50", "#DEBS87",
"#B03060", "#FFOOFF", "#FF6347", "#2FAFAF", "#FFDABOY", "#DB7093", "#FFB6C1",
"#D2691E", "#FFEACA", "#FF1493", "#2FAFAF", "#32CD32", "#8FBCSF", "#EGEGFA",
"#9932CC", "#0OFFFF", "#FFF8DC", "#FF8C00", "#FFD700", "#BEBEBE", "#1E90FF",
"#EEDD82", "#D3D3D3", "#9370DB", "#BOCADE", "#FF4500", "#98FB98", "#FF0000",
"#C71585", "#FFDEAD", "#708090", "#A0522D", "#FF69B4", "#BCS8F8F", "#DDAODD",
"#787878"))

dev.off()

A.9 Abundancia de genes con COG
A.9.1 Shotmap

shotmap.pl -i=/$PATH -d /tmp/Shotmap_EGGdb -0=/$PATH --trans-method="prodigal" --search-
method=hmmsearch
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