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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
que modifican su diversidad microbiana. Es t emicrd habitatd puede ser est
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
21



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):

1 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).

1 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:

1 Organicas: principalmente vegetales, animales y diversos microorganismos.

1 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
ternari o que recibe el nombre de fAtri pammgul o t
definir las clases texturales e indicar la naturaleza general del suelo y sus propiedades
fisicas. Latexturayelcont eni do de @f r a ganenpdtants pgrmumerssass 0
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) 2.07 0.05 0.0057 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 b u e ntai efr r a sfainnaabaqueb qudifavorece 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
| a | | a mardaad r fieroo cnasté se tvar dagsadando 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.

. Tambi ®n | |l amado fAroca ma
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
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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

07 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.

32



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

Ahumuso es m8s est abl ercgnpuestos som@ejos (Gcam Eimicot ui d a

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) i Ayuda a desarrollar las hojas y los tallos y es necesario en la formacion de las proteinas.
Fosforo (P) 1 Ayuda al desarrollo de las raices en las plantas jovenes. También ayuda a la formacion de
flores durante el periodo de madurez.

Potasio (K) 1 Es necesario durante el desarrollo de las plantas, especialmente durante la floracion

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

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

Azufre (S)T7 Ayuda a la formacion de la clorofila, vitaminas y enzimas. Forma parte de las proteinas.
Favorece el crecimiento de raices y semillas.

Micronutrientes:

Hierro (Fe) i Necesario para la clorofila.

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

Boro (B) 1 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) i Ayuda al crecimiento de la planta y al metabolismo de las raices, asi como al buen uso de las
proteinas.

Zinc (Zn) i 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) i El margen del consumo es muy estrecho como en el caso de B.

Molibdeno (Mo) 1 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
|l es denomina fAorgani smos fijadores de nitr-genobo
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 i Ho t spotso que
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 i r h jqaeosignifica raizy A s p h gue sedrefiere 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
organi smos a esto se | e denomina i eéneertre
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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Interacciones Negativas
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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).

43




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

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

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

U-Proteobacteria 8 1-34 Pseudomonas, Xanthomonas,
Azotobacter

ge-Proteobacteria 2 0-10 Desulfovibrio

A-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

denominafi met agenomaeéeétal.(20E) e n a

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:

1 Realizar muchas reacciones de secuenciacién al mismo tiempo
Las reacciones son tan pequefias que algunas casas comerciales las realizan en
microchips.

1 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.
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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.

54



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 basesenunasolacorrida. En 2006 Sol exa | anza el pri mer
Anal yzer 0 d amdhdciertifich la capaoidad 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
Ssimult8neamente en un n¥smero de vamoodslemi Igluen
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 aesto selellama fit er mi nad o r Eisalment \seimician duatre s 0 .

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 €g
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
conocidoc o mo fA met ag e romininaaraGerigde gcnicas 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
i met ag e nfueamackfiaddo 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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¢, Quién se
encuentra?

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 denominacomo Ffmi cr obi omadod. El mi cr obi oma

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 génotecad0 ¢ dawlescribe (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).

¢Qué organismos estan
presentes?

Amplificar el gen ri6ARN
por PCRy secuenciar
estos productos
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—_—
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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. T 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. i 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 1 8 U5 2& 45 .N
98U 1 1 & 0 @ 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.
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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 fdatos sin filtrardo (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 fdatos filtrados normalizadoso (DFN).
Las férmulas utilizadas para realizar la normalizaciéon de los datos se describen a

continuacion (1) y (2):

1) Y C € "YIYB"Y

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

O
c
0,
=
(@)
a

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

B T
Donde:

= a | a abundancia proporcional de | a especi
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):

Y B wil I €~ h g

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):
B h
B

"Q (6)

82



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:

Y — C € Y Y

Donde:

Si= Corresponde a la normalizacién de un ORF.

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