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RESUMEN

Las cicadas son repositorios de una larga historia evolutiva, que constituyen un
enlace entre las plantas con semilla y la diversificacion de las angiosperma, y los
origenes de las asociaciones del microbioma con plantas vasculares con semilla.
En este estudio nos centramos en describir la diversidad taxonomica y funcional
del microbioma raiz coraloide de Dioon merolae, en poblaciones naturales; se
mostré que la raiz coraloide alberga una amplia diversidad de taxa bacterianos,
incluyendo géneros nunca antes reportados en esta simbiosis. Se encontraron
diferencias en la composicion del microbioma entre los ambientes donde se
colecto D. merolae (seco y humedo), también entre métodos y en particular en
cultivos con un tiempo de incubacién prolongado. En contraste a nivel funcional se
encontraron muchas similitudes entre ambientes, donde se encontro la presencia
de las rutas metabdlicas basicas relacionadas entre si. Se encontré que hay roles
especificos de la cianobacterias en los co-cultivos como la fijacion de nitrogeno. Lo
que nos lleva a suponer esta es una simbiosis abierta a diferentes grupos de

bacterias que crecen en consorcio con cianobacterias.



ABSTRACT

Cycads are repositories of a long evolutionary history, which constitute a link
between seed plants and the diversification of angiosperms, and with them, the
origins of the microbiome associations with vascular seed plants. In this study we
focused on describing the taxonomic and functional diversity of the microbiome of
coralloid root Dioon merolae in natural populations. We show that the root
coraloide hosts a wide variety of bacterial taxa, including novel genres reported for
the first time in this symbiosis. Differences in the composition of the microbiome
between environments (dry and humid); and between culture methods, in particular
in cultures with a prolonged incubation, were found. In contrast, there were
functional similarities between environments, with the presence of basic shared
metabolic pathways. We found there are specific functional roles of cyanobacteria
in co-cultures, such as nitrogen fixation. This leads us to suppose it is a symbiosis
open to different groups of bacteria, but always growing in consortium with
cyanobacteria.



INTRODUCCION

Los procesos ecologicos que llevan a las especies a adaptarse y a
sobrevivir a los nuevos ambientes cambian a lo largo de la historia y son una de
las grandes bases de la evolucion (Losos and Ricklefs 2009). Prueba de esto es la
gran diversidad de especies que tenemos en el planeta, cada una de ellas con
adaptaciones unicas que les permiten sobrevivir y mantener su descendencia
(Tilman 1999). En general las especies cuentan con un metabolismo central el
cual mantiene todas sus funciones vitales y de este se desprende un segundo
‘metabolismo adaptativo’ (Haslam 1994), el cual no solo les permite sobrevivir,
sino que también les da la habilidad para responder con adaptaciones a los
cambios que el ambiente les impone en diferentes escalas temporal y espaciales
(Schilling, Letscher and Palsson 2000). El desarrollo de nuevas rutas metabdlicas
o la modificacion del ‘metabolismo adaptativo’ suelen ser eventos que no suceden
con una simple mutacion si no que requieren de muchas de éstas y un proceso de

seleccion natural que lleva tiempo (Rieseberg and Willis 2007).

Agregando a la complejidad de estos procesos, los organismos no existen
solos en la naturaleza, estan obligados a interactuar con quienes comparten el
mismo ambiente, o que genera una gama de interacciones biologicas y ecologicas
entre ellos y su habitat. Desde el punto de vista evolutivo, la simbiosis se
considera un proceso en el que las especies involucradas estrechan cada vez mas
su relacidon a lo largo del tiempo, donde una especie aprovecha las habilidades
que no posen de la otra especie y viceversa, y en la cual la seleccion natural
favorece estas ventajas y los individuos involucrados en la relacién proliferan
(Futuyma 1983; Xu et al. 2014). La simbiosis es una interaccion entre dos
organismos que conviven y uno vive dentro del otro y/o en asociacion; a su vez
una asociacion involucra la interaccibn de dos especies en las cuales una
depende de la otra ya sea que se brinden un habitat o ayuden en una parte del
ciclo de vida (Margulis and Sagan 2008). La simbiosis representa una unidad

integrada por dos entidades bioldgicas originalmente independientes, que gracias



a una serie de eventos estan juntas y coevoluciénan creando un mecanismo que
origina nuevas especies y nichos ecologicos (Mereschkowsky 1926; Margulis and
Sagan 2008). Dependiendo de la naturaleza de la interaccién biologica entre
especies, pueden tomar distintos caminos evolutivos (Poulin 1996). Por ejemplo,
cuando dos especies compiten en una situacion de depredacion, por lo general se
da una carrera armamentista entre las especies y la que desarrolla las mejores
estrategias de defensa o caza es la que prospera a costa de la otra (Vermeij
1994). Pero lo que sucede cuando la relacion es benéfica como en una asociacion
simbidtica, las dos especies llevan a cabo un proceso de co-adaptacion que
requiere de cambios fisioldgicos y metabdlicos (Rai 1990).

Actualmente utilizamos el término simbiosis para describir la interaccion de
dos especies donde hay beneficios para uno o los dos organismos, cuando ambas
especies se benefician mutuamente en una simbiosis se le considera a esta del
tipo mutualista, la existencia de beneficios mutuos entre dos especies no es facil
de definir en todos los casos, por lo que en muchas interacciones complejas
simplemente se utiliza el termino general de simbiosis para describirlo (Kneip et al.
2007a). Las asociaciones simbidticas presentan distintos grados de integracion
entre las especies, desde una simple asociacién por comportamiento, hasta la
simbiogénesis donde dos especies terminan fusionando sus genomas dando
origen a un organismo unico, como el caso de las mitocondrias y los cloroplastos
en eucariotas (Khakhina, et al., 1992). Las asociaciones simbioticas son uno de
los casos mas exitosos en el mundo natural, ya que es mas facil que una especie
se relacione con otro aprovechando las adaptaciones que tienen en conjunto, a
que una especie evolucione por si sola y adquiera las habilidades de una segunda
especie (Margulis, 1991). En estos casos es probable que existan estructuras
funcionales altamente especializadas para la interacciéon simbidtica (Rai et al.
2002).

Las asociaciones simbidticas en plantas tienen particularidades ya
descritas. Todas las plantas en su interior se encuentran habitadas por diversas
comunidades de microrganismos compuestas por bacterias, arqueas, protistas y
hongos (Lindow and Brandl 2003). Estos microrganismos con un estilo de vida



endofito juegan un papel importante en el desarrollo, crecimiento, adaptacion y
diversificacidon de las plantas (Hardoim et al. 2015). De manera general, la
composicion de los enddfitos de las plantas depende del genotipo de la planta y de
las condiciones ecologicas donde crece el organismo (Boon et al. 2014). La
relacion mas comun entre los enddfitos y su hospedero es el comensalismo, con
funciones aun desconocidas, menos comun son las relaciones mutualistas en

plantas (Hallmann et al. 1997).

En este trabajo me concentro en la simbiosis entre cicadas (Zamiaceae) y
bacterias endofitas de la raiz. Las cicadas son gimnospermas (Cycadales)
distribuidas en una gran diversidad de ambientes distintos, entre ellos algunos de
los mas hostiles para la vida vegetal como los desiertos e islas volcanicas
(Osborne et al. 2012b). Poseen raices especializadas llamadas coraloides en las
que alojan bacterias, fijadoras de nitrogeno para la planta, y ésta a su vez esta
brinda hospedaje y una fuente de carbono a las cianobacterias (Elmerich and
Newton 2007). Se presume que es mas eficiente que la planta se adapte a una
simbiosis bacteriana, a que desarrollen todo el mecanismo de la fijacion de
nitrégeno (Lindblad 1990), mismo que ha sido optimizado por cianobacterias
previo a la existencia de las plantas (Berman-Frank, Lundgren and Falkowski
2003a). Esta es una idea interesante desde un contexto evolutivo, ya que es
probable que la huella de esta relacién y adaptacién evolutiva, haya quedado
registrada tanto en el genoma de la planta como en de la cianobacteria, pudiendo
ser observable desde un contexto genético que ayude a entender este tipo de
interacciones bioldgicas. Asimismo, es probable que la simbiosis entre cicadas y
bacterias, haya permitido que las cicadas siendo el grupo de plantas con semilla
mas antiguo sigan adaptandose continuamente a nuevos ambientes e incluso

diversificandose hasta hace relativamente poco (Nagalingum et al. 2011).

Pese a una serie de antecedentes taxonomicos y fisiologicos (descritos a
detalle en la siguiente seccion), no sabemos las bases bioldgicas y evolutivas de
la relacion cicada-cianobionte, desconocemos la composicién de la comunidad de
endofitos desde un punto de vista taxondmico, gendmico o metabolémico, y

sabemos aun menos de como cambia esa comunidad en un contexto ecoldgico



(i.e. diversos ambientes). En este sistema ademas, surge la posibilidad de que
algunas de las habilidades metabdlicas de las cianobacterias y el microbioma
asociado a la raiz coraloide hayan pasado a las cicadas en un evento de
intercambio lateral (horizontal gene transfer, HGT), o si se haya dado un evento de
disminucion de los genomas donde los alelos redundantes entre las dos especies
se eliminan estrechando aun mas la relacion al hacerla mas dependiente
(Roughgarden 1983). Con el objetivo de entender las bases gendmico-ecoldgicas
de la interaccidn entre cicadas, cianobacterias y sus endodfitos bacterianos, o
microbioma, seleccionamos a Dioon merolae, una de las 54 especies de cicadas
reportadas en México. Dioon merolae tiene poblaciones con distinta distribucion
geografica y crece en ambientes distintos. Un sistema bioldgico de esa naturaleza
permite evaluar la naturaleza del microbioma de raiz en el contexto de la simbiosis
y en un marco evolutivo, el impacto de las condiciones ecoldgicas que influyen en

la asociacion entre simbiontes.



ANTECEDENTES

El microbioma de las plantas

Los organismos unicelulares aparecieron hace unos 3500 millones de afos y se
encuentran en todas partes, pero solo en raras ocasiones estan solos (Staley and
Konopka 1985), Es claro que muchos microrganismos dependen de otros
organismos para crecer y reproducirse (Hug et al. 2012). La definicion de
microbioma mas simple es: el grupo de microrganismos que habitan un lugar en
un tiempo especifico y con factores abidticos definidos. También se puede
interpretar como todos los organismos que comparten un cuerpo (Lederberg and
McCray 2001). Siendo mas especificos, se considera que el microbioma es el
conjunto de microrganismos y sus genomas en un ambiente en particular, sin

involucrar interacciones ecolégicas (Boon et al. 2014).

El concepto del microbioma asociado a plantas se define como la coleccion
de organismos y sus genomas que viven asociados al hospedero. Esto ha dado
lugar a nuevas ideas sobre la evolucion de las plantas donde las fuerzas de
seleccidon no actuan solo sobre el genoma de la planta, sino que también sobre la
microcomunidad asociada a estas (Hallmann et al. 2011). Rasgos importantes de
adaptacion pueden estar asociados al microbioma. El uso de las tecnologias de
secuenciacion masiva como el analisis de metagenomas, permiten el estudio de
los microbiomas en su totalidad y ayudan a tener profundidad a nivel funcional.
Las ciencias -Omicas son una herramienta invaluable para explorar, identificar, y
caracterizar la contribucién genética y de elementos metabdlicos involucrados en
la interaccion entre la planta hospedera y sus endoéfitos. La secuenciacién de
metagenomas de microbiomas vegetales han revelado funciones importantes
relacionados con la supervivencia de los endofitos bacterianos dentro de la planta
(Sessitsch et al. 2012) y el estudio de metabolomas a demostrados efectos
beneficos para la planta por metabolitos producidos por bacterias (Scherling et al.
2009).



Establecer un nombre a los de interacciones entre los miembros del
microbioma y los hospederos han cambiado y se han redefinido con el tiempo. Los
términos "simbiosis asociativa" y "fijacion de nitrogeno asociativa" se han utilizado
para describir la interaccién entre Azospirillum y otras bacterias de la rizosfera
como las cianobacterias y sus plantas hospederas. Ninguno de ellos es totalmente
satisfactorio como un término genérico. El proceso y el grado de interaccion entre
la bacteria y la planta pueden diferir entre las especies, ya que hay diferentes
estructuras diferenciadas en las raices inducidas por las bacterias, y el alcance de
la colonizacion no siempre esta bien definido, y el beneficio de la asociacién a
menudo ha sido cuestionada (Hardoim et al. 2015). Por ejemplo, las bacterias
fijadoras de nitrogeno del suelo que se pueden encontrar en estrecha asociacion
con las raices, pueden ser denominadas "bacterias fijadoras de nitrogeno
asociativas" (Elmerich 2007). Para ser mas especificos se acufio el término
“fijadores de nitrégeno endofitos” usado para describir un tipo de asociacion
especifica entre plantas y bacterias fijadoras de nitrogeno, donde las bacterias
viven dentro de la planta pero no crean sintomas patogénicos (Costa and Lindblad
2002a). Es evidente que las cianobacterias hasta ahora descritas en simbiosis con
plantas, sean todas; “fijadores de nitrégeno endofitos” (Rai et al. 2002).

Historia natural de las Cicadas

Este trabajo se centrd en la descripcion del microbioma de la raiz coraloide
de las cicadas. Las cicadas (Cycadales) son de las gimnospermas mas basales
después del Ginkgo biloba que aun persisten en la actualidad, con 300 millones de
anos de haber aparecido en el planeta (Hilerio et al. 2008). Hasta hace 100
millones de afos atras las cicadas tenian una distribucion cosmopolita, dominando
todos los continentes, hoy en dia las pocas especies que han sobrevivido se
distribuyen por todos los continentes excepto Europa y la Antartida, generalmente
se las encuentra en pequefas poblaciones en los tropicos y subtropicos de ambos
hemisferios (Costa and Lindblad 2002a). Sin embargo, pese a la distribucion
reducida, estudios recientes apuntan a que las cicadas actuales no son mucho

mayores de 12 millones de afos (Nagalingum et al. 2011). Se caracterizan por ser



relativamente no ramificadas, con tallos gruesos y blandos de madera escasa,
grandes hojas compuestas, con conos terminales o subterminales. Plantas
dioicas, con apariencia de palmas. De las cuales se pueden encontrar en el
registro fosil hasta el triasico (Vovides and Iglesias 1994). Poseen caracteristicas
casi exclusivas dentro de las gimnospermas, como la produccion de anterozoides
(gametos masculinos), caracteristica que comparten unicamente con el género
Ginkgo (Norstog and Nicholls 1997). Se estima que poseen genomas muy grandes
de entre 23 y 63 Gpb (Dolezel et al. 2003; Burleigh et al. 2012). Adicionalmente,
llevan a cabo una gran cantidad de interacciones con multiples especies (Norstog
and Nicholls 1997; Schneider et al. 2002), particularmente, son interesantes las
interacciones que realizan con hongos para formar micorrizas y con cianobacterias
para la fijacion de nitrogeno en raices coraloides especializadas (Fisher and
Vovides 2004; Bergman, Rai and Rasmussen 2007; Adams and Duggan 2012),
descritas en detalle en las siguientes secciones.

Se han registrado alrededor de 331 especies de cicadas en el mundo,
clasificadas dentro de 3 familias (Cycadaceae, Stangeriaceae y Zamiaceae) y 10
géneros: Bowenia (2), Ceratozamia (27), Cycas (107), Dioon (14), Encephalartos
(65), Lepidozamia (2), Macrozamia (41), Microcycas (1), Stangeria (1) y Zamia
(71) (Osborne et al. 2012a). México forma el escenario perfecto para responder
preguntas basicas sobre ecologia evolutiva en cicadas y su microbioma, ya que
existen aproximadamente 160 especies de cicadas en el mundo distribuidas en
tres familias: Cycadaceae, Stangeriaceae y Bowenia, de las que 54 especies se
encuentran reportadas para el pais (Lindblad, 2009), clasificadas en tres géneros;
Ceratozamia, Zamia y Dioon. De éstas, un 75% de las especies son endémicas
de Meéxico, lo que hace al pais un importante centro de diversidad de cicadas
neotropicales (Osborne, et al., 1999; Vovides and Iglesias, 1994).

Dentro de los géneros de cicadas presentes en Meéxico resalta
particularmente el género Dioon, ya que 13 de las 14 especies que alberga son
endémicas a algunas de las provincias del territorio Mexicano, solamente 1 se
encuentra en Honduras (Osborne et al. 2012a). Este género de plantas ha sido
comunmente dividido en 2 grupos mediante estudios morfologicos y filogenéticos



(Norstog and Nicholls 1997; Bogler and Francisco-Ortega 2004; Gonzalez,
Vovides and Barcenas 2008). De acuerdo a sus caracteristicas morfologicas, un
grupo se caracteriza por poseer especies con frondas y conos generalmente mas
grandes y troncos bien desarrollados (eje. D. spinulosum, D. mejiae y D.
rzedowskii). El segundo grupo posee especies menos robustas, con troncos y
conos generalmente mas pequefios y frondas considerablemente mas cortas (eje.
D. caputoi, D. holmgrenii, D. purpusii, D. califanoi, D. tomasellii) (Norstog and
Nicholls 1997). Los analisis filogenéticos indican que existen dos clados
importantes. El primero esta compuesto por: D. angustifolium, D. mejiae, D.
spinulosum, D. rzedowskii y D. edule. El segundo esta formado por: D. argenteum,
D. purpusi, D. merolae, D. caputoi, D. holmgrenii, D. califanoi, D. tomaselli y D.
sonorense (Gonzalez, Vovides and Barcenas 2008).

En este trabajo nos enfocamos en Dioon merolae (Figura 1). Esta especie
tiene como caracteristicas frondas aplanadas con foliolos lineales-lanceolados que
surgen del raquis en un angulo agudo, imbricados y se insertan oblicuamente en
él, excepto en la porcion basal de la fronda (De Luca, Sabato and Torres 1981).
De acuerdo con “The IUCN Red List of Threatened Species 2013” el estatus en el
que se D. merolae es “vulnerable” (VU). Este hecho puede ser debido al aumento
del pastoreo y de las tierras agricolas, asi como la extraccion ilegal de plantulas y
semillas que en general han afectado enormemente a las poblaciones de cicadas
(Norstog and Nicholls 1997; Vovides et al. 2003). D. merolae se distribuye tanto en
la provincia de la Sierra Madre del Sur, como parcialmente en la provincia de la
costa del Pacifico Mexicano (Morrone 2006; Cabrera-Toledo et al. 2010). D.
merolae presenta una distribucion amplia y densidades de aproximadamente 0.01
ind/m?, cuenta con poblaciones separadas hasta 440 km de distancia y algunas
poblaciones tienen mas 1000 individuos (Cabrera-Toledo et al. 2010; Lazaro
Zermefio et al. 2011).

Raices coraloides de cicadas y su simbiosis con bacterias endoéfitas

La simbiosis bacteria-cicadas tiene dos caracteristicas Unicas: Primero, son la

unica simbiosis conocida entre gimnospermas y procariotas diazotrofos. En
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segundo lugar, son la unica simbiosis en la que las bacterias invaden los tejidos de
las raices especializadas de una planta (Bergman, Rai and Rasmussen 2007;
Cuddy et al. 2012). En el registro fosil no se ha encontrado la zona simbidtica con
las cianobacterias, pero todas las cicadas forman esta simbiosis, 0 que sugiere
que surgido como un solo evento evolutivo hace 250 Ma. (Dobereiner 1992; Costa
and Lindblad 2002a). Asimismo, se presume que es una simbiosis mutualista
donde ambas especies se benefician, esta simbiosis emplea un modo biotréfico de

nutricion en el cual el intercambio de nutrientes se hace entre células vivas.

Se pueden identificar dentro de las cicadas tres tipos de raices distintas: la
raiz primaria que es similar a la raiz principal de muchos tipos de plantas, raices
laterales y un tercer tipo de raices altamente especializadas, engrosadas y con
geotropismo negativo, con forma similar a la de un coral, las cuales son
colonizadas por bacterias, y se les conoce como raices coraloides (Lindblad et al.
1985; Costa and Lindblad 2002a). Las raices coraloides han sido encontradas en
todos los géneros, y en cada una de las especies reportadas (Lindblad 1990). La
forma estructural de la raiz coraloide se forma hasta que se da la simbiosis con las
bacterias. Previo a la colonizacion de las cianobacterias se forman las primeras
papillas o callos, de los cuales se generaran las raices coraloides y después de la
colonizacion las raices toman su forma tipica de coral (Ahern and Staff 1994a). La
formacion de las raices coraloides inicia en zonas adventicias y es a partir del
hipocotilo inmediatamente abajo de los peciolos cotiledonarios del cual emergen.
Seguido a este desarrollo tenemos la fase de maduracion, colonizacion de las
cianobacterias, la formacion de las ramificaciones coraloides, senescencia y la
regeneracion (Ahern and Staff 1994a). Las raices coraloides no presentan la
misma morfologia en todas las cicadas, incluso hay diferencias entre plantas de la
misma especie, ya que entran en juego factores como la edad, presencia ausencia

de cianobacterias, humedad, y el modo de origen, en las formas de la raiz.

La mayor parte de la evidencia previa a este trabajo describe una
asociacion entre cicadas y cianobacterias exclusivamente (ver Tabla 1). Las
cianobacterias estan confinadas a un lugar especifico de las raices coraloides de
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las cicadas, en un corte transversal de una raiz coraloide infectada se ve a simple
vista un halo verde azulado, formado por las cianobacterias (Lindblad et al. 1985;
Costa and Lindblad 2002a). Las cianobacterias tienen una gran amplitud
ecologica, y tienen relaciones de simbiosis con un gran rango de organismos,
incluyendo musgos, helechos, gimnospermas, angiospermas y hongos (Costa
and Lindblad 2002b; Rai et al. 2002; Schenk, Weingart and Ullrich 2008; Adams
and Duggan 2012; Cuddy, Neilan and Gehringer 2012). En todas las situaciones
en que las cianobacterias estan asociadas a tejidos de plantas se encuentran
ligadas a la fijacion de nitrégeno (Elmerich and Newton 2007). Las distintas
especies de cianobacterias han desarrollado estrategias adaptativas
sorprendentes, desde su capacidad de ser autétrofos o heterétrofas, dependiendo
de la fuente de carbono. Dada la evidencia previa en la literatura, el papel
fundamental de las cianobacterias en las raices coraloides de cicadas, parece ser
la de fijacion de nitrogeno.

Comunicacion planta-cianobacteria

Similar a la relacion simbidtica entre Rhizobium y leguminosas (van Rhijn
and Vanderleyden 1995), las sefales quimicas de la planta son esenciales en la
formacion de simbiosis con cianobacterias. Hay evidencia experimental de tres
sefales quimicas en el establecimiento de la simbiosis de las cianobacterias y las
plantas (Campbell, Wong and Meeks 2003), cuando la planta se encuentra en
estrés de nitrébgeno excreta HIF, con lo cual aumenta la produccion de
hormogonios moviles en las poblaciones de cianobacterias que se encuentren en
el ambiente (Campbell and Meeks 1989). El segundo paso es para incrementar la
probabilidad de infeccion, la planta produce sustancias quimicas atrayentes para
dirigir el movimiento de los hormogonios hacia el punto de infeccion y se lleve a
cabo la colonizacién (Knight and Adams 1996). El tercer paso después de la
colonizacion es la produccion de un factor de represion del hormogonio (HRF,
Hormogonium repressing factor) dentro de la planta, HRF es dominante sobre HIF
y se cree que desplaza la formacién de hormogonios, permitiendo el crecimiento

de los filamentos y de este modo se diferencien las células vegetales en
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heterocistos y expresen la nitrogenasa (Cohen and Meeks 1997).

Hasta el momento no se conoce la identidad quimica de los factores HRF y
HIF, también se desconocen las sefales exactas que manda la planta para el alto
numero de células vegetativas se diferencien de heterocistos y cuales son sus
blancos dentro de las cianobacterias. Se sabe muy poco de los genes que se ven
activados durante el proceso de la simbiosis, como se traducen estas sehales
dentro de las cianobacterias, como es el efecto en la regulacion transcripcional y
cdmo es que evolucionaron estas adaptaciones tan especializadas (Campbell,
Wong and Meeks 2003), también es dificil entender como es el intercambio de

nutrientes entre la planta y la bacteria.

Establecimiento de la simbiosis bacteria-cicada.

El mecanismo de infeccidn de las cianobacterias sigue siendo incierto, se
cree por una parte que la infeccion se podria dar por las lenticelas de la raiz
(Costa and Lindblad 2002a), mientras otros apoyan la idea que la colonizacion se
da por las grietas de las capas exteriores de la raiz (Nathanielsz and Staff 1975).
El mecanismo de infeccion en raices de cicadas sigue siendo escasa, tanto como
el escenario en el que se da la infeccion y el modo preciso de entrada resulta
complicado de evaluar (Ahern and Staff 1994a), una de las razones es la
relativamente lenta germinacion de las grandes semillas de las cicadas, lo que
dificulta los experimentos de infeccion a gran escala bajo condiciones de
laboratorio. Es evidente que estos aspectos deben ser estudiados con mayor
detalle, el desarrollo de las raices coraloides esta genéticamente determinado por
la planta huésped, estas se forman en ausencia de cianobacterias, pero si hay
presencia de cianobacterias competentes para la simbiosis y se lleva a cabo la
infeccion, se llevan a cabo modificaciones de las raices en la zona simbidtica
(Ahern and Staff 1994a).

Las modificaciones de las raices coraloides producidas por la infeccion de
las cianobacterias, sugiere que la cianobacteria es capaz de interferir con la

maquinaria de desarrollo de la planta, para iniciar los comportamientos necesarios
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para la simbiosis. Compuestos fendlicos estan presentes en el material
mucilaginoso que llena la zona donde se encuentran las cianobacterias, que
también puede ser inducido por la simbiosis. Estos compuestos fendlicos pueden
funcionar como un método para excluir a otros organismos (Obukowicz, Schaller

and Kennedy 1981) incluso podria excluir a otras cianobacterias.

Los cianobiontes exhiben todos los mismos patrones de ciclo de vida y la
diferenciacion celular como los ilustrados en la Figura 2, en la cual la fase movil
(hormogonio) se utiliza para llevar a cabo la infeccion de las raices coraloides.
Pero una modificacion mas evidente en los cianobiontes es el aumento en la
frecuencia de heterocistos, este aumento de la fijacion de nitrégeno podria darse
por distintos motivos: el aumento de carbono proporcionado por la planta huésped
o los factores del ambiente interno de la raiz coraloide como la ausencia de
oxigeno, nitrdgeno, ausencia de luz, etc. o algun compuesto producido por la
planta, esto es algo que aun no se define. Sin embargo, parece que hay una
correlacion entre el grado de heterotrofia y la frecuencia de heterocistos en
simbiosis (Dobereiner 1992).

Taxonomia de las bacterias de la raiz coraloide.

En cuanto a la taxonomia de las cianobacterias asociadas a la raiz
coraloide de cicadas, Reinke se dio cuenta de la asociacion de cianobacterias con
un tipo especifico de raices de cicadas ya en 1872 y se caracterizo el cianobionte
como una "Anabaena verdadera”. Las cianobacterias que forman asociaciones
con raices coraloides de cicadas han sido desde entonces taxonomicamente
atribuido indistintamente a Anabaena, Nostoc punctiforme, N. cycadeae, 0o
simplemente Nostoc sp. (Livingstone and Jaworski 1980; Costa and Lindblad
2002a; Rasmussen and Nilsson 2002) pero, en la mayoria de los casos se han
identificado los cianobiontes como N. punctiforme (Tabla 1). De hecho, la
cianobacteria aislada de Macrozamia riedli fue seleccionado como el tipo de cepa
del género Nostoc bajo la designacion Nostoc PCC 73102 (Rippka et al. 1979).
Por otra parte, el primer genoma de una cianobacteria simbioticamente
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competente que fue secuenciado era la de Nostoc ATCC 29133, una cepa
equivalente a Nostoc PCC 73102 (Meeks et al. 2002). Esto, sin duda condujo a
una mejor comprension de la definicién del concepto "competencia simbidtica " de
cianobacterias. Por qué si bien la simbiosis no es especifica de una sola especie
de cianobacteria, se ve que en la mayoria de los estudios predomina Nostoc como
el género mas comun (Tabla 1).

En analisis previos donde se ha utilizado caracterizacion por técnicas
genéticas se ha demostrado que numerosas cepas de cianobacterias
genéticamente distintas estan en simbiosis con las cicadas (Costa, Paulsrud and
Lindblad 1999; Costa and Lindblad 2002a; Zheng et al. 2002), en algunos estudios
se ha encontrado a Calothrix y Tolypothrix como simbionte (Grobbelaar et al.
1987; Gehringer et al. 2010). Esta variacion puede deberse al hecho de que las
cicadas son infectadas de nové después de la germinacion de las semillas, con lo
que la flora de cianobacterias existente en el ambienté relacionada con el entorno

y las condiciones puede infectar la raiz (Bergman, Rai and Rasmussen 2007).

Con estos antecedentes, surge la siguiente pregunta: ¢Cual es el valor
evolutivo del microbioma de la raiz coraloide en cicadas? ¢Es posible que
las cicadas se adapten a los diferentes ambientes y al paso del tiempo,
mediante un nucleo o un grupo de diversas bacterias simbiéticas?, quiza
adquiriendo algunos de sus metabolitos y cualidades adaptativas en el proceso de
la simbiosis. Esta pregunta es muy general y se necesita analizar y caracterizar a
profundidad el microbioma y la planta como hospedero. En este trabajo me
concentro en la primera parte de la caracterizacién del microbioma de la planta

como se describe en las siguientes secciones.
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Tabla 1 Especies de bacterias identificadas en simbiosis con cicadas en la literatura.

Especie de cicada

Bacterias encontradas

Referencia

Zamia integrifolia, Dioon sp.

Cycas circinalis, C. rumphii,
Encephalartos lebomboensis, E. villosus,
Zamia pumila

Cycas circinalis, Ceratozamia mexicana,
Encephalartos villosus

Macrozamia, Lepidozamia, Bowenia,
Cycas, Encephalartos y Zamia

Cycas circinalis, C. Rumphii, C.
Revoluta

Macrozamia spp.

Macrozamia, Lepidozamia, Bowenia and
Cycas

Cycas revoluta

Dioon caputoi, Dioon merolae

Oscillatoria, Calothrix, Nostoc, Anabaena

Nostoc

Rizoplano (Bacillus, Streptomyces, Arthrobacter,
Myxobacterales, Rhodococcus, Flavobacterium,
Cytophaga)

Nostoc

Calothrix y Nostoc

Calothrix y Nostoc

Leptolyngya, Calothrix y Nostoc

Nostoc

Nostoc, Tolypothrix, Cianobacteria del grupo 5

(Zimmerman and Rosen
1992)

(Costa, Paulsrud and
Lindblad 1999)

(Lobakova, Orazova and
Dobrovol’'skaya 2003)

(Costa, Romero and
Lindblad 2004)

(Thajuddin et al. 2010)

(Gehringer et al. 2010)

(Cuddy, Neilan and
Gehringer 2012)

(Yamada et al. 2012)

Corona-Goémez et al,
unpublished
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HIPOTESIS
Existe un nucleo funcional y taxondmico bacteriano en el interior de la raiz

coraloide que se mantendra constante, aun en distintos ambientes.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la diversidad taxondmica y funcional de la microbiota endodfita de la
raiz coraloide de individuos de la especie D. merolae provenientes de dos

ambientes contrastantes.

Objetivos particulares

* Procesar muestras de raiz coraloide de D. merolae: colectado, transporte
al laboratorio, lavado, macerado y almacenamiento en glicerol.

* Sembrado de co-cultivos y cultivos bacterianos a partir de los macerados
de la raiz coraloide.

* Secuenciacion de amplicon 16s rRNA de aislados, y secuenciacion masiva
del ADN obtenido de los co-cultivos.

* |dentificar taxondmicamente la comunidad bacteriana de la raiz coraloide,
determinando los OTUs que componen la comunidad y representarlos
filogenéticamente usando (16s rRNA, metagenomas).

o Determinar la composicién ecoldgica de la comunidad bacteriana de la
raiz coraloide.

* Minar bioinformaticamente los genomas y metagenomas en busqueda de
rutas metabdlicas relacionadas con funciones simbidticas.

o Secuenciar los genomas de los principales géneros bacterianos

o Minar las funciones relacionadas con el funcionamiento de la
comunidad

o Obtencion de los genes involucrados en el funcionamiento del
consorcio cianobacteria-bacterias, mediante mineria genémica.

o Descifrar el origen filogenético de los genes funcionales de la
comunidad, asi como su posible historia evolutiva

* Condensar la informacion de los objetivos anteriores en un nucleo
funcional y otro taxonémico de la comunidad.
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METODOLOGIA

Colecta y procesado de material biolégico

Colecta de muestras

Las poblaciones de cicadas silvestres utilizadas para el muestreo fueron
seleccionadas de acuerdo a las coordenadas establecidas en trabajo previo de
Lazaro-Zermefio (2011) el cual indica como encontrar las poblaciones de D.
merolae en México (Figura 1). La colecta de D. merolae se llevé a cabo entre los
meses de abril y mayo de 2015 en las localidades de Jiquipilas (JP; Lat 16.655,
Long -92.39972222) y Raymundo Flores (RF; Lat 16.02611, Long -93.5991666),
ambas pertenecientes al estado de Chiapas. Se tomd registro de las coordenadas
de cada una de las poblaciones muestreadas y les fue asignada una clave y un
numero de control a cada planta.
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Figura 1, Puntos geograficos donde se encuentra poblaciones de D. merolae. Tomado de Lazaro-
Zermeiio, 2011 y actualizado por Suarez Moo, 2016. Los recuadros de color azul muestran los
sitios muestreados en este estudio.

Para tomar las muestras de raiz coraloide: i) se reviso si los ejemplares de

cicadas tenian raices superficiales, de no ser encontradas, ii) se excavo con pala
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de mano previamente desinfectada (alcohol al 70%), y se removio el suelo de la
base de la planta (30 cm aproximadamente alrededor de la planta) siguiendo la
raiz primaria hasta que se encontraran las raices coraloides; iii) una vez
localizadas las raices fueron cortadas desde su origen en la raiz lateral; iv) las
muestras de raiz se limpiaron con agua destilada para eliminar el exceso de tierra
y se colocaron en tubos Falcon de 15mL que contenian 5mL de agua destilada
estéril para ser transportadas al laboratorio (en condiciones de oscuridad y a

temperatura ambiente).

Lavado de raices coraloides

En el laboratorio, las raices coraloides fueron lavadas para eliminar
microorganismos rizosféricos y dejar solamente a los microorganismos enddfitos
de la raiz, para esto se tomaron cada una de las raices y se introdujeron en tubos
Falcon de 50 ml con 10 ml de cada una de las siguientes soluciones siendo
agitadas lenta y constantemente, como se describe a continuacion: 3 minutos en
solucion de HyO2, 7 minutos en etanol al 70%, 30 segundos en agua MQ, 4
minutos en NaClO al 6%, y finalmente 3 lavados con agua MQ durante un minuto
(Figura 2). El agua del ultimo lavado se utilizé como inéculo de los medios usados
como control negativo, si las placas del control negativo presentaban crecimiento
bacteriano el material biologico era descartado. Todo este proceso se realizé en
campana de flujo laminar para evitar contaminacion bioldgica procedente del
laboratorio.

El in6culo fue preparado macerando las raices con agua MQ.
Posteriormente, se tomaron 100yl de macerado de raiz y se sembraron en 6
medios de enriquecimiento que se describen en el siguiente apartado. El cultivo de
bacteria en placas fue nombrado t0, mientras que los co-cultivos (el macerado de
raiz inoculado directamente en medio liquido), fueron denominados t71. lo cual se
partio el cultivo de bacterias en placas, al cual nombramos como 0. Para los co-
cultivos se tomd macerado de raiz y se inoculo directo en medio liquido y se dejé

crecer, a este método lo denominamos ¢17.
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Figura 2. Diagrama de lavado y procesado de las raices coraloides en laboratorio, se muestra el flujo de trabajo utilizados desde el lavado de la raiz
hasta la obtencion de los cultivos y co-cultivos asi como el tipo de analisis molecular que se le hizo a cada uno.

Aislado de bacterias

El aislamiento de las bacterias enddfitas de la raiz coraloide se llevo a cabo en
distintos medios de cultivo para tratar de recuperar la mayor diversidad posible.
Teniendo en cuenta trabajos previos con enddfitos de otras plantas y lo que
esperabamos obtener del interior de la raiz fueron seleccionados los medios i)
Caulobroth (Medio 1), este medio rico fue escogido por el descubrimiento de
caulobacter creciendo al lado de las cianobacterias simbiontes, se modificé a partir
de “Caulobacter medium” de (Atlas, 2004); ii) Cycabroth (Medio 2), medio rico en
carbohidratos, basado en el medio de Caulobacter pero adicionado con Manitol
(Atlas, 2004); iii) Rhizobium Media (Medio 3), medio rico basado en el crecimiento
de bacterias de suelo y endodfitos (Subba & ATCC ); iv) Nutrient Broth (Medio 4),
este medio se utiliza para aislar gran variedad de bacterias (Difco nutrient broth);
v) BG-11 (Medio 5), medio salino disefiado para el aislamiento de organismos
fotosintéticos como cianobacterias y microalgas (Ripca et al 1979); vi) ISP Medium
4 (Medio 6), usados para el aislamiento de actinomicetos.

Se hizo un enriquecimiento de las bacterias de la raiz coraloide que consistié en

colocar 100ulde macerado de raiz, (raiz previamente lavada), en 5 mL de medio
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cultivo y se incub6 a 25° C durante 48 y 96 horas respectivamente. Estos
enriquecimientos fueron plaqueados en medio solido usando diluciones seriadas

para obtener colonias de bacterias separadas.

Crecimiento del Co-Cultivo

Inoculacion

Con los co-cultivos se pretende hacer crecer a toda la comunidad bacteriana junta,
o cultivar una subcomunidad a partir de la comunidad natural. Se parte de un
inoculo de macerado de raiz coraloide previamente pasada por el protocolo de
limpieza y asegurando que el control negativo estuviera limpio de bacterias de
rizosfera. Para los experimentos se parti6 de macerado de raiz coraloide fresco,
después se inocularon matraces con medio fotosintético y otros con medio
eutrofico en una relacion 1/1000 inoculo volumen de medio. La composicion del

medio fotosintético y eutrofico se describen en el siguiente apartado.

Medios

Todos los medios de los co-cultivos fueron escogidos, pensando en aumentar la
biomasa bacteriana, para facilitar la extraccion de ADN y los posteriores analisis
genomicos. También se enriquecen las interacciones entre la comunidad
bacteriana, dado que las bacterias crecen juntas en un ambiente comun. Por lo
que los medios escogidos para los co-cultivos fueron dos: I) (Cycabroth) Un medio
rico, con el cual se espera seleccionar la mayor parte de la comunidad bacteriana
oligotrofica (Atlas, 2004), II) (BG-11) Medio sin una fuente de carbono organica, el
cual se uso para enriquecer a la comunidad microbiana que estuviera relacionada

con las cianobacterias (Rippka et al. 1979).

Condiciones y tiempo de crecimiento

Los co-cutivos sin fuente de carbono se dejaron crecer 30 dias en matraces con

150 mililitros de medio (BG-11), agitacion constante y 16 horas luz 8 oscuridad,
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para promover la fotosintesis por parte de las cianobacterias. Para los co-cultivos
en Cycabroth se dejaron crecer a 25 °C durante 60 horas con agitacion constante

en oscuridad.

Los co-cultivos fotosintéticos se dejaron en reposo y en condiciones de 16 horas
luz 8 oscuridad, a una temperatura controlada de 25°C, sin agitacion durante un
ano, lo cual generd un cultivo estable que se mantuvo vivo sin la adicion de ningun

nutriente o fuente de carbono al medio durante todo este periodo de incubacion.
Extraccion de ADN

Extraccion de ADN de cultivos de cianobacterias

Del cultivo de cianobacterias crecido en medio BG-11, se transfirieron 30mL a
tubos falcon de 50mL y se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos para formar
pallets. Los pallets de cianobacterias fueron resuspendidos con 250uL de agua
destilada estéril y se procedid a la extraccion de ADN utilizando el kit “ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep” de ZYMO Research y siguiendo sus
especificaciones. Posterior a la extraccion el ADN se cargo en un gel de agarosa
al 1% mas RedGel y se corrio en electroforesis por 45 min 100v y se observo que
hubiera bandas no degradadas de mas de 10Kb de tamafio; también el ADN se
cuantificd por espectrofotometria a 260 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

Por ultimo, las muestras fueron almacenadas a -20°C.

Extraccion de ADN Co-Cultivos

Una vez crecidos los co-cultivos en diferentes medios, se tomaron 10 ml de cada
uno y se transfirieron a tubos falcon de 50 ml, después fueron centrifugados a
7000 rpm durante 10 minutos con el fin de separar el contenido celular del medio,
el sobrenadante fue decantado con cuidado para no suspender el pallet celular.
Posteriormente, para resuspender el pallet celular, se agregd 1 ml de buffer de
lisis (Triss 50 mM pH 8.0, EDTA 50 mM y SDS 3%). Para ayudar a lisar las células
bacterianas, este contenido se pasé a un tubo eppendorf de 2 ml, se agregaron
perlas de lisis 425-600 ym (SIGMA) y se procedié a dar 5 minutos de vértex a
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maxima potencia. Luego se incubo a 65 °C durante 3 horas. El resultado de la lisis
fue centrifugado y el sobrenadante fue recuperado en un tubo limpio, al cual se le
agregd un volumen de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1). Para eliminar la
mayor cantidad de proteinas y contenido celular la mezcla fue agitada suavemente
durante 5 minutos. En seguida, esta mezcla de fenol fue centrifugada a 13000 rpm
por 5 min. La fase acuosa fue colectada.

Para precipitar el ADN se utilizaron 250 pl de acetato de sodio 3 M, y 1 ml de
etanol al 100% y se incubo a 4 °C por 30 minutos. Esta mezcla fue centrifugada a
14000 rpm por 10 minutos y a 4 °C. El sobrenadante fue decantado y el pallet
resultante fue lavado cuidadosamente con etanol al 70% y se volvié a centrifugar a
14000 rpm por 5 minutos; el lavado se repite una vez mas y el pallet fue secado
con miVac (Accesolab). Por ultimo, el ADN fue resuspendido en 100 pl H,O milliQ

y almacenado a -20 °C para su posterior analisis.

Como método alterno de extraccion de ADN, se utilizd el kit de extraccion
“FastDNA™ Spin Kit For Soil” (MP BIOMEDICALS), por su buena efectividad en
extraccion de ADN de suelos y muestras dificiles de lisar.

Secuenciacion

Secuenciacion 16S rRNA

Para la identificacion molecular de los aislados bacterianos se utilizd una
reaccion de PCR para amplificar la region de ARN 16s ribosomal. Se utilizaron
oligonucledtidos especificos para 16s de bacterias (Lane 1991; McDonald et al.
1999; Weinbauer et al. 2002), la reaccion de PCR fue hecha con 50% Go-Taq
Green Master Mix (Promega), 26% agua milliQ, 8% DMSO , 4% oligo F27 (5 AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG 3) y 4% oligo R1492 (5° TAC GGY TAC CTT GTT
ACG ACT T 3’), y 8% de DNA como templado, y una temperatura de alineamiento
de 56 °C. Se amplificé un fragmento de aproximadamente 1300pb. Los productos
de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 1% con marcador 1Kb plus
(Invitrogene) para asegurar que la PCR haya amplificado correctamente. El
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producto de PCR se purificd con el kit de purificacién illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) y el producto resultante se cuantificé en
Nanodrop. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados por ambos lados
mediante el método Sanger. Este servicio fue proporcionado por el departamento
de Servicios Genomicos de LANGEBIO.

Secuenciacion metagenomas

El ADN metagenomico extraido de los co-cultivos fue cuantificado en nanodrop y
posteriormente fue enviado a secuenciacion masiva: MiSeq 2x300 y HiSeq del
sistema lIllumina, en Servicios Genomicos UGA (Tabla 2), donde se obtuvieron

entre ~1.3 y 9.8 millones de lecturas por cada metagenoma.

Tabla 2 Analisis de calidad (FastQC) de los metagenomas obtenidos de los co-cultivos y secuenciados por

lllumina
Lecturas Secuencias Longitud de

Metagenoma Codificado Totales filtradas secuencia %GC Formato

RF1 Sanger / lllumina 1.9 2994716 0 35-301 60 MiSeq 2x300
RF3 Sanger / lllumina 1.9 1485660 0 35-301 63 MiSeq 2x300
JP2 Sanger / lllumina 1.9 5568140 0 35-301 49 MiSeq 2x300
JP6 Sanger / lllumina 1.9 1351348 0 35-301 65 MiSeq 2x300
RFPOOL Sanger / lllumina 1.9 3309530 0 35-301 44 MiSeq 2x300
JPPOOL Sanger / lllumina 1.9 2931034 0 35-301 39 MiSeq 2x300
RF3-oneyear Sanger/ lllumina 1.9 9875428 0 101 58 HiSeq 2x100
JP6-oneyear Sanger/ lllumina 1.9 9574972 0 101 64 HiSeq 2x100

Edicion de secuencias

Los electroferogramas resultantes de la secuenciacion Sanger se editaron en el
programa Geneious (Kearse et al. 2012) mediante el cual se eliminaron las colas
de secuenciacion y se ensamblaron las secuencias directas y reversas para
obtener un concatenado del cual se extrajo la secuencia consenso. Las
secuencias que tenian inconsistencias en la lectura del electroferograma fueron
Blasteadas (Buhler et al. 2007) contra la base de datos 16s de NCBI y se tomaron
los mejores 5 hits, después se alinearon y se curaron las partes del
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electroferograma que no fueran consistentes con la secuencia consenso del

alineamiento.

Edicion y limpieza de datos Metagendmicos

Los resultados de secuenciacidon masiva fueron analizados por FastQC v0.10.1 ,
de donde se obtuvieron el numero de lectura, la calidad y el contenido de GC de
cada metagenoma (Tabla 2), los graficos resultantes se depositaron en la seccidn
de anexos. Después de esto, los metagenomas se cargaron a MG-RAST (Wilke et
al. 2013) donde se hizo anotado. También se cargaron a PATRIC donde se

encuentran almacenado.

Analisis Taxonomico.

Una vez curados los datos de secuenciacion se procedié a hacer un Blastn
con un corte de e-value de 0.1 (Buhler et al. 2007) con las secuencias en la base
de datos SILVA (Pruesse et al. 2007; Quast et al. 2013), de la cual se extrajeron
los 10 mejores hits de cada secuencia, y se afiadieron a un archivo junto a
nuestras secuencias, posteriormente a este archivo fasta se le hizo un
alineamiento con MUSCLE V 3.8.31 (Edgar 2004).

Mediante un programa de python v2.7.6, llamado IdentificadorRF.py (codigo
fuente anexos1), el cual fue desarrollado para este proyecto, al Blastn se le
identifico en qué posicién se encontraban las secuencias, El programa después de
identificar el sentido de las secuencias ordena todas de 5' a 3', para no generar

errores en los alineamientos posteriores (Figura 3).

Para la identificaciéon taxondmica se hizo la reconstruccion filogenética del
alineamiento de secuencias, utilizando el programa MrBayes (V3.2.2 x64)
(Ronquist et al. 2012), con una distribucion gamma, a un millén de generaciones.
Con el arbol filogenético resultante se le did6 el nombre a las secuencias
(dependiendo con cual secuencia de la base de datos Silva se agruparon en el
arbol). Para asignar el nombre (género), se tomé en cuenta el 97% de identidad a
nivel de nucleétidos (Figura 3).
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Figura 3 Método de identificacion taxondmica para secuencias de 16S rRNA, en la cual se muestran

los programas y los codigos de programacion utilizados, el codigo se puede consultar en el are de
anexos
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Filogenia 16S rRNA

Una vez identificadas las secuencias taxondmicamente marcadas con su
nombre de taxa y cddigo de cepario, se hizo su alineamiento con MUSCLE V
3.8.31 (Edgar 2004) editando las colas de las secuencias para dejar un tamafo
uniforme de 1100pb en todo el alineamiento y con este alineamiento se procedio a
hacer la reconstruccidn filogenética con el programa MrBayes (V3.2.2 x64)
(Ronquist et al. 2012) con los parametros antes mencionados.

Los programas que se usaron para la identificacion taxondmica de las
secuencias 16S rRNA, fueron agrupados en un solo fichero para hacer un
programa de analisis automatico, el cual es alimentado por la base de datos
SILVA (Quast et al. 2013) y las secuencias Query obtenidas a partir de la
secuenciacion Sanger y curadas previamente (Figura 3). Toda esta linea de
programas puede ser ejecutada de forma automatica en una terminal Unix
mediante un archivo o programa shell maestro (anexos). Los resultados
principales que se obtienen de la ejecucion del programa maestro son: Una tabla
donde se colocan los mejores resultados de blast, porcentaje de identidad, tamafio
del alineamiento, e-value y otros parametros qué ayudan a inferir la taxonomia en
caso de duda. También se obtiene un arbol de las secuencias Query con su
nombre y anotacion, y otra filogenia con las secuencias mas los mejores

resultados de blast.

Al final se realizé una comprobacién manual de los resultados, es decir una
comparacion de los arboles resultantes para ver la distribucion y separacion de los
clados taxondémicos. Con la ayuda de la tabla de resultados de blast se pudo

determinar con buena precision el género de cada secuencia.

Arbol de arboles
Con la ayuda del paquete ETE (Enviromental for Tree Exploration) (Huerta-Cepas,

Dopazo and Gabaldon 2010) se generd un programa en python v2.7.6, que coloca

un arbol base y en las ramas finales del mismo se colocan filogenias individuales
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de cada género. Para generar el arbol base, se extrajo una secuencia consenso
de cada uno de los géneros, mediante el alineamiento de las secuencias que se
tienen por cada género. Todas las secuencias consenso se alinearon en MUSCLE
(Edgar 2004) y la filogenia fue generada en MrBayes (Ronquist et al. 2012) con los
parametros anteriormente descritos. El arbol resultante se guardé en formato
Newik. Para las filogenias de especies, se utilizé el mismo procedimiento de
alineacion y ensamblado de filogenia. Teniendo todas las filogenias fueron

ensambladas por el programa que denominamos multi-tree.py (anexos).

Edicidon de arboles filogenéticos

La edicion de los arboles filogenéticos se hizo con python v2.7.6 y la ayuda del
paquete ETE (Huerta-Cepas, Dopazo and Gabaldon 2010), al cual mediante
comandos se le fueron adicionando los metadatos mas importantes, para ayudar
a una mejor visualizacion de los datos. Los metadatos escogidos para aparecer en
el arbol fueron: El tiempo donde se logro aislar la cepa, el ambiente de dénde
provenia el material biologico, el medio donde fue crecida la cepa y por ultimo, la
clave del organismo de donde se tomo el inoculo de la raiz coraloide. Los nombres
de los géneros fueron corroborados por el arbol de arboles (Figura 4) y les fue
asignado un color para diferenciarlos. Todos estos pasos quedaron codificados en
el programa ETE.py (Anexos).

Analisis taxonémico de Metagenomas

Luego de descargar las secuencias de los metagenomas en la computadora de
trabajo (AMD FX-8320) se procedié a encontrar qué organismos conformaban el
metagenoma. Esto se hizo mediante marcadores filogenéticos universales de
copia unica para bacterias, siguiendo el método propuesto por Sunagawa et al
2013 (Sunagawa et al. 2013), el cual esta basado en generar unidades
taxondmicas operacionales a partir de metagenomas (mOTUS). El método extrae
de los metagenomas, 40 genes marcadores que han sido definidos previamente
para identificar especies de procariotas (Mende et al. 2013). Para este estudio se
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utilizaron 10 marcadores que daban los mejores resultados (Tabla 3)
Posteriormente, se definieron los perfiles taxondmicos basados en el modelo de
Markov que utiliza los datos disponibles de metagenomas y genomas
referenciados para inferir la taxonomia. Este analisis fue usado hasta nivel de
genero con un 93% de identidad de las secuencias para que los datos sean
comparables con los producidos por las cepas cultivables.

Tabla 3. Marcadores de filogenéticos de copia unica utilizados para analisis mOTUs

Clave Marcador

COG0012 Predicted GTPase, probable translation factor
COGO0016 Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha subunit
COG0018 Arginyl-tRNA synthetase

COG0172 Seryl-tRNA synthetase

C0OG0215 Cysteinyl-tRNA synthetase

COG0495 Leucyl-tRNA synthetase

COG0525 Valyl-tRNA synthetase

COGO0533 Metal-dependent proteases with possible chaperone activity
COG0541 Signal recognition particle GTPase

COG0552 Signal recognition particle GTPase

Analisis ecoldgicos y de composicion de comunidad

Los analisis taxonomicos se hicieron en el programa estadistico R V3.0.2 (Team
2014) con ayuda del paquete “Vegan” V2.3-5 (Oksanen et al. 2007). Los analisis

realizados fueron los siguientes:
1. Curva de acumulacion de especies

Se utilizé el método de rarefaccion basado en el numero de proporcional de
secuencias para cada metagenoma (Definir bien el valor), donde la riqueza de
mOTUs es sub-muestreada aleatoriamente del total de la comunidad y el tamafio
de la muestra debe ser mas pequefio que el tamarno total de la comunidad. La
funcion de la rarefaccion se basé en Hurlbert's (1971).

2. indices de diversidad
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Se escogié el indice de Shanon-Weaver H' (1962) porque es una manera de
representar la diversidad especifica. El indice refleja la heterogeneidad de una
comunidad sobre la base de dos factores: el numero de especies presentes y su
abundancia relativa. Conceptualmente es una medida del grado de incertidumbre
asociada a la seleccion aleatoria de un individuo en la comunidad (Pla 2006).

Para representar mejor la diversidad se escogié un segundo método, el indice de
Simpson D' (1949) o indice de dominancia, Donde se toma el numero de especies
encontradas en el muestreo y su abundancia relativa y con ellos se calcula la
probabilidad de tomar dos individuos al azar y que estos pertenezcan a la misma

especie.

Analisis Funcional de Metagenomas

Para describir los microbiomas y su estructura es necesario saber que especies o
taxa la componen. Normalmente se han usado métodos basados en el cultivo de
bacterias y la amplificacion del gen ribosomal 16S (Ward, Weller and Bateson
1990). Para estudiar interacciones y funciones es dificil interpretarlo solo con un
analisis de 16S rRNA, se necesita explorar los genes funcionales que componen
al microbioma y pruebas de laboratorio (Boon et al. 2014). Se utiliz6 MG-Rast V
3.3.6 (Wilke et al. 2013) como método de anotacion y ensamblado para los
metagenomas, MG-Rast comienza con un control de calidad (las secuencias con
mala calidad son eliminadas). Posteriormente hace una prediccion de proteinas,
que son agrupadas por funcién y luego son anotadas en base a similitud a las
secuencias que se encuentran almacenadas en su base de datos. para hacer esto
se vale de herramientas bioinformaticas disefiadas para el analisis de

metagenomas secuenciados por shootgun metagenomics.

Posteriormente los resultados de la anotacion funcional de MG-Rast, fueron
descargados en forma de tabla con la nomenclatura de funcién usada por Pfam
(Sonnhammer, Eddy and Durbin; Bateman et al. 2002). Se cargaron los datos a el
programa STAMP (Parks and Beiko 2010a), el cual es un programa que mediante

una interfaz grafica se pueden explorar datos metagendémicos desde el punto de
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vista taxonomico y funcional. Con ayuda de algoritmos estadisticos, en él se hizo
el grafico de dispersion donde se compararon ambos ambientes, los
metagenomas de 1 afo contra sus originales y por ultimo los metagenomas donde

se mide la actividad de fijacion de nitrogeno.

Posterior a esto se hizo un analisis de componentes principales a partir de los
datos de metagendmica, donde se pusieron a prueba los resultados de anotacion
taxonomica como los de anotacién funcional, con el objetivo de encontrar patrones
entre los metagenomas que nos ayudaran a contestar la pregunta de

investigacion.

Para visualizar las rutas metabdlicas que se compartian entre los metagenomas
se utilizo el visualizador de rutas metabdlicas de KeggMapper (Kanehisa et al.
2011), donde a partir de los datos de anotacion de los metagenomas genera un
mapa de las posibles rutas metabdlicas, en este programa cargamos los
metagenomas de los co-cultivos fotosintéticos de un mes, y comparamos entre los
dos ambientes que rutas metabdlicas se sobreponian. Como valores se usé un

corte de e-value 1e-5 y una identidad minima del 60%.
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RESULTADOS TESIS

Colecciones Bioldgicas de raices coraloides

En las colectas que se efectuaron en el estado de Chiapas se lograron colectar
seis plantas adultas de D. merolae con raices coraloides desarrolladas, las cuales
fueron procesadas como se indica en la metodologia. Las muestras se originaron
en dos ambientes distintos: JP identificado como matorral xerdfilo con 560 metros
sobre el nivel del mar con una precipitacion promedio 320 mm y temperatura
media entre los 18° C, mientras RF se identifico como selva baja perennifolia con
900 metros sobre nivel del mar precipitaciéon promedio de 2500mm y temperatura
media de 25° C (Lazaro Zermenio et al. 2011).

Se obtuvo un numero limitado de muestras de raiz coraloide debido la complejidad
inherente a encontrar las raices en organismos de vida silvestre. Ya que a pesar
que las comunidades cuentan con gran numero de ejemplares de D. merolae, Solo
se logro revisar unas 40 plantas por sitio, de las cuales la mayoria fueron de dificil
acceso dado que crecen entre rocas y pendientes muy pronunciadas, y las raices
coraloides no se encuentran muy expuestas ya que las raices principales pueden
ser muy profundas. En 12 de las plantas se logré identificar las raices coraloides la
mayoria de estas eran ejemplares juveniles, algunas de las raices fueron
encontradas secas por lo que se descartaron por lo que solo se obtuvieron seis

muestras frescas, tres de cada ambiente respectivamente.

Las seis muestras obtenidas en campo, posterior a ser lavadas como se indica en
la seccion de métodos, se les hizo un control de contaminacién microbiana, donde
nos aseguramos que las raices no generaran, unidades formadoras de colonia en
las cajas control las cuales fueron sembradas con el agua del ultimo lavado, lo que
nos aseguro que la limpieza de las raices coraloides fue exitosa y se lograron
eliminar los organismos de la rizosfera. De este modo todos los organismos que
se logren identificar en los resultados, son de la endosfera de la raiz coraloide. Se

hizo mucho énfasis en este control, por el hecho de que queremos ver
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exclusivamente enddfitos que se encuentran en la raiz coraloide.

Colectas bacterianas y co-cultivos

Se montaron seis co-cultivos fotosintéticos a partir de cada una de las muestras de
raices coraloides, posterior a un mes de crecimiento (métodos) se detectd una
falta de crecimiento en los co-cultivos JP1 y RF9, por lo que se descartaron para el
analisis de Metagendmica por la falta de cianobacterias en el co-cultivo lo cual se
corroboro mediante microscopia, aun asi, se procedié a aislar las bacterias que se
pudieran encontrar en estos. No se tiene una respuesta clara de por qué en estos
co-cultivos no se desarrollaron las cianobacterias, podrian ser multiples factores
entre ellos problemas de adaptacion al medio, o que el lavado pudo dafiar a las
bacterias del interior.

De los cuatro co-cultivos fotosintéticos que dieron resultado positivo a la
parecencia de cianobacterias por el color verde azul del medio y microscopia (JP2,
JP6, RF1 y RF3). Se obtuvo a partir de ellos gliceroles con el objetivo de su
preservacion para posteriores analisis. También se obtuvieron los indculos que
sirvieron para el aislamiento de las cepas pertenecientes al tiempo t1, y ADN con
el cual a partir de secuenciacion masiva se obtuvieron sus metagenomas. Dos de
los co-cultivos (JP6 y RF3) se dejaron desarrollar a través de 1 afo entero en
condiciones de laboratorio como se describe en los métodos y posterior a esto se

extrajo ADN y se hizo la secuenciacion masiva y se obtuvieron sus metagenomas.

Independientemente a los co-cultivos fotosintéticos se hicieron dos co-cultivos en
medio oligotrofico (Cycabroth), los cuales partieron de pools de las muestras:
JPPool (JP2, JP6), RFPool (RF1y RF3). Estos co-cultivos al no depender de la luz
y el CO2 como fuente de energia crecieron mas rapido, solo se necesitd 60 horas
de incubacion (métodos), posterior a esto se generaron gliceroles de los co-
cultivos para su posterior analisis, También se obtuvieron los metagenomas a

partir de extracciones de ADN.
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Cepario

Se lograron aislar bacterias tanto de los co-cultivos como de los macerados de
raiz t1 y tO respectivamente, con el uso de medios distintos (métodos). El total de
cepas aisladas fue de 470 las cuales fueron registradas con una clave y
guardadas en glicerol a -80 °C (Anexos Cepario general XLS) no se esperaba un
numero tan amplio de bacterias dado que lo que conociamos por la literatura
(Lobakova, Dol'nikova and Korzhenevskaya; Rai et al. 2002; Gehringer et al.
2010). No se pudo analizar a todas las bacterias que se lograron encontrar por
cuestiones del tamano del analisis y no sabiamos que diversidad podriamos
encontrar, por lo que aproximadamente solo la mitad del cepario conseguido fue
identificado con el marcador 16s rRNA mediante PCR. El resto se guardo para

futuros estudios y de ser necesario experimentar con ellas.

Taxa identificados

Identificacion taxondmica mediante el marcador 16S rRNA

El uso del marcador 16S rRNA ha sido muy extendido para la identificacion
taxonomica de bacterias, el gen 16S rRNA es un marcador filogenético que tiene
una tasa de cambio muy baja dado que es vital para la sintesis de proteinas, estas
caracteristicas lo hacen un buen blanco de amplificacién por PCR ya que esta
conservado en todas las bacterias. Pero hay que tomar en cuenta que este
marcador por su propia naturaleza de baja tasa de cambio, vuelve imposible
separar algunos grupos bacterianos, en este estudio encontramos el problema en
diferenciar géneros bacterianos como, por ejemplo, Rhizobium de Agrobacterium y
otros casos.

Para mejorar el analisis de identificacion desarrollamos nuestro propio método
bioinformatico de analisis del gen 16S rRNA (métodos) que combina las dos
herramientas mas ampliamente utilizadas para identificacion taxondémica, y
compensa algunas de las desventajas de cada una. La primera herramienta es
BLAST (Altschul et al. 1990), un algoritmo de busqueda muy poderoso que nos
permite buscar en grandes bases de datos a una buena velocidad, su problema es
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que solo se basa en la homologia de las secuencias y no toma en cuenta
inferencias filogenéticas. La segunda herramienta es de naturaleza filogenética
donde usamos inferencia bayesiana para hacer arboles filogenéticos (Ronquist et
al. 2012) de los resultados de BLAST, lo que permite encontrar entre los
homodlogos de la secuencia problema cuales son las mas cercanas
filogenéticamente. Por ultimo juntamos estos dos analisis en un arbol que se
divide por géneros bacterianos y por cada género hace una filogenia, lo que hace
que dentro de cada género sean mas notorias las distancias filogenéticas. Cada
uno de los géneros es ordenado en su rama correspondiente en el arbol central y
asi se genera un arbol de arboles (Figura 4) el cual se puede consultar
visualmente y asegurar que la anotacion taxonémica que estamos dando es la

correcta.
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figura se agrega cada filogenia por separado en anexos.

Figura 4. Arbol de arboles, el arbol central se hizo concatenado las secuencias de cada género y obteniendo un consenso. los arboles que se encuentran en cada
una de las hojas se hicieron combinando la secuencia problema con los mejores resultados de BLAST de la base de datos SILVA. Por la gran resolucion de la
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El arbol de arboles presenta los 10 géneros de bacterias mas abundantes que
encontramos en los aislados de la raiz coraloide. También muestra las secuencias
mas cercanas a cada género extraidas de la base de datos SILVA (Pruesse et al.
2007; Quast et al. 2013) por homologia. Se destaca Nostoc como el mas basal de
los géneros bacterianos, los géneros que mejor se dividen taxondmicamente son
Burkholderia 'y Streptomyces mientras que en otros casos como el de Rhizobium'y
Pseudomonas se forman peines que no permiten una buena separacion entre
especies. Este arbol permitié corroborar que la anotacion taxondémica utilizada

fuera correcta.

Taxa identificados en t0

De los aislados de macerados de muestras de raices coraloide fueron
identificados molecularmente hasta género 121 cepas. Entre los géneros
identificados se destacan por su gran abundancia los géneros: Stenotrophomonas,
Rhizobium 'y Achromobacter, los cuales conforma el 76.8% de los OTUS
identificados para t0, mientras que el 23.2% restante esta conformado por:
Dyadobacter,  Luteibacter, = Microbacterium,  Mitsuaria, = Mucilaginibacter,
Ochrobactrum, Shinella, Sphingobium, Variovorax y Xanthomonas (figura arbol
general). Se reconocieron un total de 14 géneros, cabe destacar que no estan
incluidas las cianobacterias ya que el medio fotosintético usado para aislarlas fue
inoculado con los co-cultivos (t7).

Taxa identificados en t71

Las cepas aisladas a partir de los indculos tomados de los co-cultivos
fotosintéticos fueron denominadas {71 por la abreviacion de tiempo1, donde el co-
cultivo paso6 un tiempo de enriquecimiento en un medio fotosintético sin fuente de
carbono organico esto forz6 a la comunidad a depender de organismos
fotosintéticos como las cianobacterias, de la cual se sabe que juega un papel
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clave en la simbiosis que se presenta en la raiz coraloide. Para aumentar la
resolucion, el crecimiento y forzar las interacciones los co-cultivos se dejaron

crecer mas de 30 dias.

El uso de los co-cultivos permiti6 la obtencion de mayor diversidad de
bacterias, aumento de interacciones y de dependencia de las bacterias y su
habilidad para crecer en comunidad ya sea aprovechandose de los nutrientes que
ofrece cada una o formando parte de cadenas metabdlicas lo cual les permite

crecer.

A partir de los co-cultivos se lograron identificar 120 cepas hasta el nivel de
género, de los cuales los mas abundantes fueron Burkhoderia, Pseudomonas,
Streptomyces y Bacillus que representan el 79.1% de los OTUS identificados para
t1 y el porcentaje restante esta compuesto por los géneros: Achromobacter,
Enterobacter, Nostoc, Pantoea, Peanibacilus, Ralstonia, Sphingomonas,
Stenotrophomonas y Tolypothrix. Entre los grupos menos abundantes se resalta
la presencia de las cianobacterias Nostoc y Tolypothrix, esto puede deberse a la
complejidad de aislar a las cianobacterias del resto de las bacterias ya que son de
lento crecimiento comparadas con las demas bacterias; ademas, tienen medios
muy exclusivos, en este proyecto o solo se us6 BG-11 Agar para aislarlas por
medio de estriado del resto de las bacterias (Stanier et al. 1979).

Se observo que solo las cianobacterias y Streptomyces fueron exclusivas a un
medio, mientras que todas las demas bacterias se distribuyen sin un patrén
especifico con respecto a los otros cinco medios usados. El uso de diversos
medios fue una prueba ya que no se sabia qué esperar de las bacterias de la raiz
coraloide. Para futuros trabajos se recomienda el uso de medio agar nutritivo
como medio oligotréfico y generalista. Mientras que el uso de medios
especializados es recomendado para aumentar la biodiversidad (medios
fotosintéticos y diazotroficos, que seguramente capturara a partes de la
comunidad con las habilidades de crecer dichos medios).
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Figura 5. Arbol filogenético de bacterias aisladas de la raiz coraloide, Cada uno de los colores representa el clado de cada género bacteriano identificado. El
primer anillo del centro hacia el borde identifica con ¢/ las cepas aisladas de co-cultivo y #0 las sepas aisladas directo de la raiz, el segundo anillo contiene los
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la planta de la cual provino la muestra, y por ultimo las esferas negras marcan las cepas a las cuales se les secuencio el genoma.
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Taxa identificados por metagendmica

Para identificar la composicion taxonémica de los metagenomas se utilizaron 10
marcadores de copia unica (Tabla 3) de los 40 identificados en el trabajo de
Sungawa (Mende et al. 2013; Sunagawa et al. 2013), ya que son excelentes
marcadores taxonomicos y se han extraido de los genomas anotados en la base
de datos NCBI. El total de genomas a la fecha de estos marcadores es de 1820
por lo que todas las similitudes estan ligadas a este numero de genomas. Para
este trabajo se decidié tomar como parametro el 93% de identidad, para identificar
hasta nivel de género (generalmente este porcentaje de similitud esta muy ligado
al nivel taxondmico de los géneros bacterianos) (Ward, Weller and Bateson 1990;
Lane 1991).

A partir de los datos de metagenomicos extraidos de los co-cultivos, se lograron
identificar 77 géneros bacterianos, pertenecientes a 34 familias de 18 drdenes
bacterianos (Figura 6). En los co-cultivos fotosintéticos encontramos que las taxa
mas comunes fueron: Pseudoxanthomonas, Stenotrophomonas, Rhizobium,
Methylobacterium, Agrobacterium, Bradyrhizobium, Starkeya,
Rhodopseudomonas, Mesorhizobium, Microbacterium, Burkholderia, Nostoc y
Sphingomonas. Mientras que para el medio oligotrofico los géneros mas
numerosos fueron Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia y Enterobacter (Figura 6).

Taxa identificados en metagenomas de 1 ano

En los metagenomas que se obtuvieron después de un afio de incubacion de los
co-cultivos JP6 y RF3 se lograron identificar 12 géneros nuevos entre los cuales
destaca la presencia de Anabaena y Streptomyces, mientras que 24 géneros se
volvieron a recuperar. Cabe destacar que los medios se mantuvieron en reposo y
condiciones constantes durante el afio del experimento y no fueron abiertos ni
manipulados durante este tiempo. También se debe mencionar que el método de
secuenciacion di6 diferentes cantidades de lecturas por la variabilidad intrinseca

que hay en la secuenciacion (Tabla 2).
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Figura 6. Diagrama de barras de la proporcion de cada taxén en cada uno de los 8 metagenomas, echo con la anotacion de mOTUs usando 10 marcadores
universales.

Comparacion Metagenémica y 16s rRNA: diferencias entre métodos

Hay diferencias entre el método de aislado de la bacteria y el uso de co-cultivos. A
nivel de cepas aisladas podemos ver que entre t0 y t1 hay una gran diferencia en
cuanto a los géneros que se pueden recuperar, (Figura 12), también se presentan
diferencias con respecto a los indices de diversidad. Normalmente las especies
gue se pueden encontrar en t0 son aquellas que se adaptan bien a ambientes
ricos en nutrientes como el medio agar nutritivo y tienen una tasa de crecimiento
alta como Stenotrophomonas, Rhizobium y Achromobacter. En los co-cultivos

oligotréficos también se destacaron como géneros dominantes Pseudomonas y
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Bacillus debido a que su tasa de crecimiento fue mayor y por ende pudieron
aprovechar la alta disponibilidad de nutrientes del medio. Mientras que en el co-
cultivo fotosintético no podia haber crecimiento de esta manera, ya que los
nutrientes se encuentran registrados a cantidades de sales minimas y sin una
fuente de carbono organico, por lo que vemos que hay un enriquecimiento de mas
grupos que crecen lentamente, porque tienen mas tiempo para desarrollarse y

tienen que interactuar con mas organismos en la comunidad para sobrevivir.

Si se consideran todos los aislamientos de bacterias como un muestreo biolégico
de la raiz coraloide, se puede realizar una curva de acumulacion de especies,
encontrando que estos aislados se encuentran lejos del numero total de especies,
(figura acumulacion de especies 16s). Lo anterior indica que si se siguen aislando
bacterias es muy probable que se sigan encontrando géneros nuevos. Esto se
confirma con los resultados taxonomicos de los metagenomas. No hay que
subestimar la técnica de aislamiento, ya que no solo proporciona la composicion
taxonomica (conocer parte de la diversidad), también nos permite tener las

bacterias que la componen para poder experimentar con ellas.

Diversidad general de la raiz coraloide de D. merolae

Entre los distintos meétodos encontramos 128 géneros bacterianos, resultado
bastante contrastante con lo previamente reportado (Tabla 1). Se destaca el orden
de las Proteobacteria como las mas diversas y abundantes en la raiz coraloide.
Sin embargo, también se encuentra la presencia de Firmicutes, Cianobacterias,
Bacteroides, Proteobacterias y Actinobacterias lo que demuestra que la raiz
coraloide tiene una dinamica comunidad de endofitos bacterianos. Este estudio fue
realizado con una sola especie de las 331 especies de cicadas que hay en el
mundo, por lo que aun falta investigar mas para terminar de conocerla

composicidon de la raiz coraloide y quiénes son sus integrantes principales.

Rarefaccion
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Los resultados de las curvas de rarefaccion muestran de manera probabilistica, la
cantidad de géneros nuevos que se descubren conforme al numero de cepas (en
el caso de 16S rRNA) u homologias con marcadores taxondmicos (en el caso de
mOTUs). Para el caso del analisis de 16s tenemos un total de 242 OTUs
identificados, distribuidos en 26 géneros. Al observar la curva general se
encuentra una pendiente muy pronunciada (Figura 7), por lo que se infiere que de
haber seguido aislando e identificando bacterias se hubiera seguido encontrando
géneros nuevos. Las curvas por muestreo o por ejemplar (Figura 7) muestran la
cantidad de géneros identificados contra el numero de individuos que se lograron
analizar, siendo el mas prominente JP6 con 15 géneros identificados. Para JP6,
RF3, RF1 y JP2 se analizaron en promedio 50 aislados por cada uno, mientras
que JP1 y RF9 tuvieron un menor numero de aislados dado que el co-cultivo no
fue viable.

En el caso de los co-cultivos que analizamos con mOTUs, incluyendo los 8
metagenomas tenemos un total de 128 géneros identificados, a partir de mas de
37 millones de lecturas. En este caso por la naturaleza del analisis vemos un
mayor numero de géneros. Se destaca que las curvas correspondientes a JP2 y
JP6 son las mas prominentes y son muy similares También se observa similitud
entre RF1 y RF3 (Figura 7). La identificacion de géneros mas bajos se encuentra
en los metagenomas provenientes de los co-cultivos oligotréficos (RFPOOL vy
JPPOOL). En los co-cultivos de un afo vemos que en comparacion a sus
contrapartes de 1 mes hubo mas especies encontradas como lo vemos en la curva

de rarefaccion (Figura 7).
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Composicion taxondmica de ambientes

Entre los aislados de t0 y t1 se observan taxa unicos para cada ambiente
Stenotrophomonas, Rhizobium Stenotrophomonas, Rhizobium y Mucilaginibacter.
Ademas, se observan otros géneros que son compartidos Bacillus,
Achromobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Mitsuaria y las cianobacterias
(Nostoc y Tolypothrix). Las diferencias entre ambientes pueden referirse a una
seleccidon por ambiente, en la cual la cicada recluta las bacterias dependiendo del
ambiente en que se encuentre (diagramas de Ven ambiente). En el orden de las
cianobacterias se encontré en un ambiente Tolypothrix y en otro Nostoc, por lo
tanto, se infiere que podria ser una seleccién por funcion mas que especifica a
taxonomia. En investigaciones previas otros autores ya han reportado que la
simbiosis de las cianobacterias con las cicadas es abierta (Gehringer et al. 2010),
y que las raices coraloides pueden reclutar diferentes grupos de bacterias (Zheng
et al. 2002; Costa, Romero and Lindblad 2004). El aporte de esta investigacion
sobre el conocimiento de las raices simbidticas de cicadas es que se cuenta con
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Figura 7. Curvas de rarefaccion de cada una de las raices, a la izquierda estan las curvas generadas por las bacterias identificadas por el gen 16S y a la
derecha las identificadas dentro de los metagenomas con los marcadores del método mOTUs.
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el reporte completo del microbioma de la raiz coraloide para D. merolae.

También se encontraron diferencias con respecto a los individuos muestreados, lo
que revela que el sistema es dinamico, es decir, que carece de un perfil
taxonomico estatico pues encontramos mas homologias entre los organismos del
ambiente humedo que con los del ambiente seco (Figura 8). Las raices coraloides
demostraron tener un microbioma muy variable con respecto a otros 6rganos
simbidticos como los nodos de las leguminosas (Rosenblueth and Martinez-
Romero 2006; Hallmann et al. 2011; Hardoim et al. 2015).

En los perfiles taxonémicos de los co-cultivos se encuentra una diferencia
marcada entre ambientes que apoya lo encontrado a nivel de aislados, donde se
observa una mayor diversidad en el ambiente seco, y se tienen especies que se
comparten entre los ambientes (Tabla 4). Sin embargo, parece que algunas son
exclusivas de cada ambiente. Estos resultados ofrecen la primera pauta de la
diversidad real que podriamos esperar en las raices coraloides de diversas
cicadas.
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Figura 8. Diagrama de Venn donde se comparan el numero de géneros entre ambientes, Jiquipilas = Seco,
Raymundo = Humedo. a la izquierda estan los datos generados por las bacterias identificadas por el gen
16S (S) y a la derecha los datos generados por los metagenomas con los marcadores del método mOTUs.

indices de diversidad entre los diferentes ambientes

Los indices de diversidad son una manera de representar de manera numérica y
proporcional la diversidad de un ambiente. Utilizando los géneros identificados por
16S rRNA y mOTUs pudimos calcular los indices de diversidad para la raiz
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coraloide de D. merolae. En ambos analisis se nota que el ambiente seco (JP) es
mas diverso que el ambiente humedo, lo que muestra que hay diferencia entre la
composiciéon del microbiana en distintos ambientes. La comparacion entre

métodos demuestra grandes diferencias por método (Tabla 4).

Tabla 4 indices de diversidad de cada una de las muestras de aislados y co-cultivos

Muestra Shannon Simpson Gama Método
JP2 12559371  2.38095238 7
JP6 229827783  6.75100402 15
RFA 151177868 3.1588785 10 16sTRNA
RF3 178397463 4.34080717 10
RFPOOL 039301096 129372497 3
JPPOOL 0.04597413  1.01414709 3
RF1m 0.84286465  1.40915124 28
RF3m 171955768  3.68832229 g3 MOTUs
JP2m 205504583  4.30289847 40
JP6m 277053588  8.63158225 38

Composicion funcional del microbioma de la raiz coraloide

Funciones importantes

En los metagenomas pertenecientes a los co-cultivos fotosintéticos (JP2, JP6, RF3
y RF1) se identificé un total de mas de 30 mil genes. Los grupos principales de
genes fueron del metabolismo de proteinas, aminoacidos y derivados,
metabolismo de carbohidratos y subsistemas basados en cluster. Los genes que
se encuentran en menor proporcion con respecto del total son los relacionados
con la funcion de la fotosintesis, metabolismo secundario, metabolismo de potasio

y metabolismo de nitrogeno (Figura 9).

Se destaca la baja proporcion de los genes relacionados con la fotosintesis a
pesar de que en todos los metagenomas provenientes de los co-cultivo
fotosintéticos se detectd la presencia de cianobacterias (Figura 6) y se sabe que
las cianobacterias forman la base de la cadena alimenticia de estos co-cultivos ya
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que carecen de una fuente de carbono organico. Esto se pudo comprobar
claramente en los metagenomas oligotroficos (JPPOOL y RFPOOL), donde dada
la naturaleza del medio no se tienen sefales de la presencia de cianobacterias o
de funciones relacionadas con la fijacion de nitrégeno. Lo anterior indica que las
cianobacterias solo son una pequefia parte de la complejidad funcional de los

metagenomas.

Los genes involucrados con el metabolismo del nitrdgeno y de la fotosintesis se
encuentran en menor proporcion; los genes de fijacion de nitrégeno que se
lograron anotar estan relacionados filogenéticamente con los de las
cianobacterias. En los metagenomas donde no se encuentra la presencia de las
cianobacterias (JPPOOL y RFPOOL) no se haya la presencia de genes
relacionados con la fijacion de nitrogeno, esto da un argumento valido para afirmar

que las cianobacterias son la base de la simbiosis en la fijacion de nitrogeno.
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Composicion funcional en diferentes ambientes

Se compararon los metagenomas pertenecientes a los co-cultivos fotosintéticos
(JP2, JP6, RF3 y RF1) por ambiente, ya que estos demostraron tener una gran
diversidad (Figura 6) y en su metodologia sélo difieren en el ambiente al que
pertenecen. Se puede apreciar que mediante distancias euclidianas de similitud se
agrupan los metagenomas (Figura 9) y haciendo un analisis de dispersion de
puntos (Figura 10) podemos ver que las funciones identificadas se mantienen muy

cerca de la diagonal en la mayor parte de los casos, con ligeras desviaciones a
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cada uno de los dos ambientes.

En las funciones que mas diferencias podemos encontrar entre ambientes es en el
metabolismo de carbohidratos y aminoacidos con sus derivados, esto demuestra
que las rutas metabdlicas principales se mantienen, como es el caso de la fijacion
de nitrégeno y la fotosintesis (Figura 11), que si bien se mantiene en una

proporcion muy baja comparada a los demas genomas se encuentra conservado
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en todos. Se han analizado estas dos rutas metabdlicas importantes y hemos
encontrado que por homologia de secuencias se puede deducir que son rutas
pertenecientes al grupo de las nostocales, lo que apoya el resultado de que la
cianobacteria es una de las bases para generar el nicho de la raiz coraloide.

También se encontré que hay diferencias en menor proporcién en las funciones de
los metagenomas de los distintos ambientes. El origen de estas diferencias puede
tener distintas razones: i) El nivel de profundidad de los metagenomas afecta la
cantidad de rutas metabdlicas que se pueden identificar, ii) Las diferencias entre la
composicion de las especies de los metagenomas da plasticidad a tener distintas
rutas metabdlicas dentro del microbioma. Ambos puntos tienen gran validez, uno
es un problema técnico y el otro una conjetura basada en la biologia de la
microcomunidad. Si hacemos de lado los problemas técnicos de la secuenciacion
y basados en la diversidad bacteriana observada se puede apoyar la idea de que
diferentes taxa en el microbioma pueden aportar variabilidad a las funciones del

microbioma.
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Basados en la gran similitud que hay a nivel de funcién se puede apreciar que se
mantiene un gran grupo de funciones metabdlicas. Para probar que estas
funciones forman un nudcleo que es la base de la microcomunidad de la raiz
coraloide se decidié buscar mas que homologias funcionales, un analisis que
busque a nivel de homologia en secuencias para buscar genes ortdlogos entre los
metagenomas, para descartar que todas las funciones vienen de un mismo

organismo.
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Co-cultivos fotosintéticos a un ano de ser sembrados

Comparacién taxonémica de los co-cultivos con diferente tiempo de incubacion

Debido a que los co-cultivos fotosintéticos se mantuvieron creciendo en reposo se
forman biopeliculas hechas de mucilago y una gran cantidad de biomasa respecto
al liquido del matraz donde se encontraban. Por el fendmeno presentado surgio la
siguiente pregunta: ;es posible que estos cultivos conserven la comunidad
bacteriana identificada con 11 meses de anterioridad? Para responder a esta
pregunta se repitid la extraccién y la secuenciacion en dos de estos medios,
encogiéndose uno de cada ambiente (JP6 y RF3) los cuales renombramos como
RF3y1y JP6y1.

Se encontr6 que RF3y1 y JP6y1 aumentaron la diversidad de géneros
encontrados a través de un afo llegando a un promedio de 69 géneros mientras
que sus contrapartes tienen un promedio de 32 géneros identificados, lo que
muestra que la cantidad de especies que podemos detectar se duplicd con el paso
del tiempo, esto esta ligado a que las especies de lento crecimiento fueron
desarrollandose durante el afio que llevo el experimento y al momento de la
secuenciacion se pudieron detectar. También observamos que, aunque la
diversidad aumentd, muchos de los géneros se conservaron (en promedio 23

géneros se mantienen) (Figura 12).

rf3y1  rf3m jp6y1  jpém

59 45

Figura 12. Diagrama de Venn en el cual se comparan los géneros encontrados en los
co-cultivos de un mes comparados con el paso de un afio.
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Entre los géneros que se conservan entre los co-cultivos de un mes y un afio
destacan: Stenotrophomonas, Pseudoxanthomonas, Xanthomonas,
Microbacterium, Rhizobium, Methylobacterium, Agrobacterium, Caulobacter,
Burkholderia y Nostoc, estos géneros son los que estan jugando un rol como base
de la comunidad, mientras los géneros que se perdieron fueron: Bacillus, Brucella,
Methylibium, Roseobacter y Parvibaculum. Los géneros perdidos en su mayoria
son Proteobacterias, estas bacterias son de crecimiento rapido y necesitan medios
ricos en nutrientes. Los géneros nuevos que se pudieron identificar en un afo
fueron: Clavibacter, Streptomyces, Leifsonia, Rhodospirillum, Pseudomonas,
Anabaena, Micrococcus y Mycobacterium, estos géneros en su mayoria
pertenecen al grupo de las Actinobacterias, estos organismos suelen tener tasas
de duplicacién muy lenta en la naturaleza y es por eso que en los cultivos de un
mes no las detectamos, también resalta la presencia del género Anabaena, esta
cianobacteria no la habiamos detectado antes y fue una de las primeras
reportadas en la literatura como simbionte de cicadas.

Comparacién funcional de los co-cultivos con diferente tiempo de incubacion

A nivel funcional se ven cambios en especial en JP6y1 ya que en un analisis de
similitud se aleja de todos los demas metagenomas de medio fotosintético
mientras que RF3y1 es mas parecido funcionalmente a los co-cultivos de un mes
de incubacién (Figura 9). Comparando las funciones de los metagenomas de un
afno JP6y1 y RF3y1 con sus contrapartes de un mes, vemos que el metabolismo
de carbohidratos se enriquece dentro de un afo mientras que el metabolismo de
adquisicidon de hierro y transportes de membrana se pierde un poco.

Como podemos ver en la figura (Figura 13) la mayor parte de las funciones se
mantiene a través del tiempo del cultivo. Se esperaba un aumento en las
funciones relacionadas con la obtencion de nutrientes, como el metabolismo del
nitrogeno y del potasio, pero estos se mantienen en la diagonal con cambios

minimos, lo que apunta a que las bacterias que tienen estas funciones son pocas,
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pero se mantienen ya que son vitales para el funcionamiento de toda la

comunidad.
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Humid (%)

Es notorio que entre ambientes la mayor parte de las rutas metabdlicas estan
compartidas (Figura 11). Pero a nivel taxonomico existen muchas diferencias ya
gue solo se comparte menos de la mitad de los OTUs entre ambientes. Con una
comparacion entre ambos ambientes a nivel taxondmico y a nivel funcional vemos
las grandes diferencias que hay a nivel taxonomico (Figura 14), a nivel taxonémico
solo pocos grupos se encuentran cerca de la diagonal mientras que en las

funciones es evidente el caso opuesto.
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Figura 14. Graficas de dispersion, donde se compara la proporcion de funciones anotadas en los metagenomas entre ambientes (izquierda) y a nivel
taxonomico. Ambiente himedo (Humid), Ambiente seco (Dry).

Para saber que factor afectaba mas la composicion taxondmica de los
metagenomas se utilizd6 un analisis de componentes principales lo que demostré
que hay una tendencia taxondmica y funcional al medio que se usa y el tiempo de

incubacion de este (Figura 15). Vemos que a nivel taxondmico hay una diferencia
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muy marcada entre el medio eutrofico y los medios fotosintéticos por parte del
componente principal 1 (PC1) que explica el 73% de la variacion, a nivel funcional
también tenemos esta separacidén, pero un poco menos marcada. Los medios
fotosintéticos sin importar el tiempo de un mes o un afio se mesclan a nivel
taxondmico, pero a nivel funcional se pueden diferenciar un poco mas, lo que nos
indica que si hubo un cambio en el enriquecimiento de ciertas funciones al paso

del tiempo.
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DISCUSION

Revelando el microbioma de la raiz coraloide: mas alla de las cianobacterias

La primera evidencia de la presencia de un microbioma dentro de la raiz la
encontramos en el trabajo de Lobakova y colaboradores en el 2003, donde
mediante microscopia electronica estudia la estructura de comunidades de
cianobacterias durante la degradacion de las raices de las cicadas: Cycas
circinalis, Ceratozamia mexicana y Encephalartos hindelbrantii. En este trabajo se
encontr6 una gran cantidad de bacterias heterotroficas creciendo con las
cianobacterias, pero no fueron identificadas a profundidad, ni se tomaron las
condiciones experimentales necesarias para saber si el origen de estas bacterias
es de la rizésfera o de la endosfera; tampoco se traté de incrementar la resolucion
de las interacciones bacterianas como se ha postulado (Cibrian-Jaramillo and
Barona-Gomez 2015), ya que este no era su objetivo. Por otro lado, desde el
trabajo de Zymmerman y Rosen en 1992, todo el esfuerzo de analisis mas
profundo y amplio en otros géneros, ha sido dirigido a aislar e identificar
exclusivamente cianobacterias. En contraste con estos antecedentes, en este
proyecto de tesis, se encontré un microbioma complejo taxonémicamente, donde
se identificaron 128 géneros mediante metagendmica y 26 géneros por 16s rRNA
que constituyen la mayor parte del microbioma de la raiz coraloide. Es concluyente

que la cianobacteria no es el unico simbionte de la raiz coraloide.

Aunque este trabajo no se basd en solo la identificacion de cianobacterias se
lograron identificar dos cianobiontes. Siendo de los pocos identificados para la
especie D. merolae, las cianobacterias identificadas pertenecen al grupo de las
Nostocales, y a los géneros Nostoc y Tolypothrix. Representan una nueva adicion
al estudio de cianobiontes y de los primeros para cicadas Mexicanas.
Sorprendentemente, las Nostocales son la minoria de bacterias en cuanto a
diversidad filogenética y en abundancia, lo que sugiere que los trabajos previos
han sido sesgados por el tipo de mediciones (marcadores o técnicas especificas
para cianobacterias) y por el tipo de muestreo (jardines botanicos).
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La integracién de colectas directas en campo, multiples maneras de
deteccion, y analisis filogenéticos, permitieron revelar la complejidad del
microbioma de la raiz coraloide. Dando como resultado la identidad molecular de
los enddfitos diferentes a las cianobacterias de la raiz coraloide de D. merolae,
comparando su 16S rRNA con el de una base de datos formada por
exclusivamente secuencias de 16S rRNA de organismos reportados como
endofitos, tomada del trabajo de Hardoim y colaboradores (2015). Vemos que el
total de nuestras secuencias tienen mas de un 97% de homologia con secuencias
depositadas en esta base de datos, por lo que no encontramos ninguna bacteria
que ya no estuviera reportada como enddfita en otro especie vegetal (Hardoim et
al. 2015). Adicional a los aislados se obtuvieron los perfiles taxondmicos de los co-
cultivos lo que revelo aun mas diversidad y funciones de la microcomunidad

endofita.
Diversidad entre medios de cultivo

La diferencia entre las bacterias que se pueden recuperar entre {0 y t1, es muy
amplia. De los géneros identificados en t0 y t1 s6lo se solapan en el 20,8% de los
taxa. Este resultado era predecible ya que la estrategia usada para t0 (aislado
directo de la muestra) y t1 (co-cultivos) son complementarios entre si y su objetivo
es recuperar aspectos distintos de la composicion taxondmica de la microbiota.
Nuestros resultados también muestran que no hubo enriquecimiento para un
grupo filogenético particular por parte de los seis medios oligotroficos utilizados
para el aislamiento. Muchos de los géneros fueron aislados en varios medios de
cultivo, sin predileccion especifica por alguno, siendo el mas diverso en géneros

bacterianos el medio 4 (Nutrient Broth) (Figura 5).

El patron mas notorio entre t0 y t1 fue que la mayoria de los géneros con soélo
unas pocas especies se recuperaron en t1, y géneros con muchas especies se
recuperaron en ambos, t0y t1. En t0 se encuentran cuatro géneros abundantes en
OTUs (Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia); y cuatro géneros
pobres en OTUs (Paenibacillus, Enterobacter, Pantoea, Ralstonia). En co-cultivos

(t1), se encuentran tres géneros abundantes en OTUs (Rhizobium,
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Stenotrophomonas y Achromobacter), y 13 géneros pobres en OTUs fueron

recuperados (Figura 5).

Estos patrones entre las diferencias en t0 y t1, pueden ser explicadas por varios
escenarios: i) taxa raros (baja abundancia) sélo pueden ser recuperados en co-
cultivos por el enriquecimiento en biomasa; ii) algunos géneros son de crecimiento
rapido independientemente del medio de cultivo, y seran dominante su numero en
uno u otro método, simplemente por casualidad, iii) algunos grupos son mas
especificos a un medio en particular, y crecen mejor en BG11 (1) que en los
cultivos individuales (t0), o viceversa; vy, iv) grupos en BG11 (f{7) se recuperan
como resultado de las interacciones funcionales entre los grupos de la sub-

comunidad del co-cultivo.

Distribucion de los géneros bacterianos de acuerdo al medio

ambiente

Hay poca similitud en la diversidad taxondmica entre los ambientes a pesar de su
alta diversidad, es notoria la diferencia taxonomica; al nivel de 16s rRNA y
mOTUs, vemos que solo se comparten 43.4% y 42.3% géneros respectivamente
(Figura 8). La distribucion divergente de los grupos bacterianos en los ambientes
contrastantes podria explicarse por un sesgo en el muestreo ambiental, es decir,
en un ambiente diverso es mas facil reclutar a mas taxa bacterianos.
Alternativamente, podria explicarse por la adaptacion local del propio microbioma
a diferentes ambientes, en la que hay filtrado de taxa por la planta sobre la base
de las capacidades funcionales de las bacterias (Delaux et al. 2014; Bell et al.
2015; Chiu and Gilbert 2015).

De los organismos que encontramos en ambos ambientes destacan los géneros
Burkholderia, Bacillus, Achromobacter, Pseudomonas y Mitsuaria que se aislaron
en ambos entornos, adicional a estos grupos se identificaron en los metagenomas
Bradyrhizobium, Agrobacterium, Mesorhizobium, Sphingobium,
Rhodopseudomonas,  Sinorhizobium,  Sphingomonas,  Microbacterium 'y
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Caulobacter también en ambos ambientes. La presencia de grupos parcialmente
en las 4 muestras ambientales, nos da un indicio de algunos enddfitos que
pudieran estar siempre presente dentro de la raiz coraloide aparte de la
cianobacteria, algo inexplorado hasta este trabajo. Bacillus, Achromobacter,
Burkholderia, Agrobacterium, Sphingobium y Pseudomonas tienen antecedentes
de ser encontrados como enddfitos comunes de otras plantas (Rosenblueth and
Martinez-Romero 2006). Mitsuaria es un buen ejemplo de los géneros que
encontramos en la raiz coraloide la cual es una de las bacterias asociadas a
plantas que contribuyen con la funcién de la resistencia a los patoégenos (Baysal et
al. 2008; Rong et al. 2012)

Diversidad cultivos de 1 ano

Entre los metagenomas de un afo se vio un incremento en promedio del 100% de
la diversidad de géneros con sus contrapartes de un mes (Figura 12). En ambos
medios el cambio fue muy similar, donde las Proteobacterias decaen en
abundancia y hay un aumento en bacterias gram positivas como las Streptomyces.
Este fenomeno puede estar ligado a tres factores: i) El cambio en la disponibilidad
de nutrientes hace que los taxa adaptados a estas condiciones se enriquezcan
mientras que los que no decaigan, ii) El tiempo de incubacion tan prolongado
permite que los grupos de crecimiento muy lento tengan el tiempo suficiente para
desarrollarse, y; iii) el metabolismo de las cianobacterias y sus exudados
benefician o perjudica a ciertos grupos de la comunidad dependiendo del
ambiente. No se puede saber cual de estos factores es el determinante por la
resolucidn de nuestro experimento, pero genera preguntas nuevas acerca del rol

de las cianobacterias como la base de una microcomunidad.
Funciones del microbioma de la raiz coraloide: fijacion de nitrégeno

De manera general las funciones metabdlicas entre medios, estrategias de cultivo
(1 afo vs 1 mes) y ambientes, estan conservadas en el microbioma de la raiz
coraloide. Si hay diferencias entre las funciones, pero son cuestiones muy
puntuales (Figura 11), en las cuales falta profundizar para poder concluir que

apoyan a la adaptacion local (Parks and Beiko 2010b). Incluso profundizando en
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las funciones es algo dificil de probar experimentalmente hoy en dia. Se sabe que
muchos de los endofitos no tienen un efecto aparente en la planta hospedera y
simplemente se desarrollan en el interior de los tejidos sin funcion aparente
(Elmerich 2007), a estos se les ha llamado endofitos comensales, Otros enddfitos
confieren efectos benéficos para su planta hospedera como: defensa contra
patogenos, adquisicion de nutrientes como nitrégeno y hierro (Meeks et al. 1985;
Reis et al. 2004; Kneip et al. 2007b; Sessitsch et al. 2012; Mendes et al. 2014).
Las funciones del microbioma suelen ser complejas dado que funcionan en
dependencia del genotipo del hospedero y las condiciones ambientales (Sessitsch
et al. 2012; Boon et al. 2014; Hardoim et al. 2015), y es comun que los enddfitos
pasen de comensales a patogenos o viceversa dependiendo del estrés que esté
sufriendo el hospedero.

Las diferencias que hay a nivel taxonodmico y a nivel funcional entre el
microbioma de la raiz coraloide nos indican una tendencia a la seleccion del
microbioma por funcién y no por taxonomia. Esto se puede traducir en que la
planta recluta los organismos del ambiente por su funcidn y la raiz funciona como
un nicho especifico, por lo que las bacterias que se encuentran dentro de él
necesitan capacidades metabdlicas especificas para sobrevivir en la endosfera de
la raiz coraloide (Ahern and Staff 1994b). También podria ser importante e
interesante la complementacion de rutas metabdlicas que hay entre las diferentes
comunidades bacterianas, pero es algo que no se abordo6 en este proyecto, pero
se especula y discute en la siguiente seccion (microbioma de la raiz).

Dados los antecedentes en la literatura, y el hecho de que la mayoria de las
bacterias encontradas en este trabajo son capaces de fijar nitrogeno, concentraré
la discusion en esta funcion. El nitrogeno es un elemento muy abundante en la
atmosfera, pero la habilidad de fijar nitrégeno atmosférico y convertirlo en
compuestos aprovechables por la via del complejo de enzimatico de la
nitrogenasa esta restringida a algunos grupos de bacterias en los cuales se
encuentran algunos géneros de cianobacterias. Estas bacterias se denominan
diazoétrofos, ya que obtienen todo su nitrogeno mediante la fijacion de nitrogeno
molecular (Berman-Frank, Lundgren and Falkowski 2003b). Por lo que los
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organismos eucariotas como las cicadas y los demas organismos soélo son
capaces de obtener nitrogeno fijado a través de sus interacciones simbidticas con
bacterias fijadoras de nitrégeno (Kneip et al. 2007a). Las asociaciones de
bacterias fijadoras de nitrégeno y especies hospederas ocurren en casi todos los
ambientes y medios, acuatico y terrestre, y presentan una gran diversidad de
relaciones y estrategias (Kneip et al. 2007a).

En el microbioma de la raiz coraloide se identificaron una mayoria de
grupos diversos grupos de bacterias identificadas como diazoétrofas (Tabla 1y 2
anexos bacterias fijadoras), algo que era de esperarse en una raiz simbiotica
(Kistner and Parniske 2002). Sin embargo, cuando se minaron los metagenomas
solo se encontraron los genes de la nitrogenasa codificados para cianobacterias
(Berman-Frank, Lundgren and Falkowski 2003a). Para todos los diazoétrofos la
nitrogenasa tiene un complejo enzimatico altamente conservado en distintos
grupos de los reinos Bacteria y Archaea, los analisis filogenéticos sugieren que la
informacion que codifica para este complejo tiene un ancestro en comun (Berman-
Frank, Lundgren and Falkowski 2003b). Pero a pesar de la diversidad de especies
diazotrofas en los metagenomas solo se encontré la nitrogenasa ligada a las
cianobacterias. Asimismo, y de manera notoria, una gran cantidad de genes del
metabolismo del nitrégeno usados para la desnitrificacion y produccion de
compuestos nitrogenados (~600) estan codificados en los metagenomas de los
demas géneros de la raiz coraloide. En conjunto, esto nos indica que la fijacion de
nitrogeno en esta microcomunidad podria ser una funcién especifica de las
cianobacterias, y los otros taxa ayudan con la fijacién de nitrogeno de manera
indirecta. Ya se ha visto que hay bacterias que se adhieren a la superficie a los
heterocistos (Diferenciacion celular de las cianobacterias para la fijacion de
nitrogeno) y promueven intercambio gaseoso y de metabolitos que ayudan a la
cianobacteria con la fijacion (Bershova, Kopteva and Tantsyurenko 1968).
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Microbioma de la raiz coraloide: una comunidad bacteriana asociada a las
cianobacterias.

En ecosistemas naturales se ha visto que grupos como las cianobacterias
crecen junto a grupos definidos de bacterias que se asocian a la zona fibrilar y
mucilago producidas por estas (Rasmussen and Nilsson 2002). Estas bacterias
gue se unen a las cianobacterias crecen en un microambiente que es producido
por el metabolismo y los exudados de las cianobacterias. Este microambiente es
un nicho complejo donde se crean gradientes quimicos e intercambios gaseosos,
producidos por el metabolismos como la fotosintesis, la fijacion de nitrégeno y la
respiracion de las bacterias epifitas que rodean a la cianobacteria (Meeks et al.
1985; Herrero et al. 2001; Berman-Frank, Lundgren and Falkowski 2003b;
Jungblut et al. 2005). En numerosos grupos de cianobacterias como Anabaena y
Nostoc se ha visto que este microambiente depende de la superficie donde se
encuentren, por ejemplo, cuando estan en simbiosis con plantas, y son
estimuladas para la fijacion de nitrgeno cambian su microambiente
drasticamente. Es por eso que en el co-cultivo encontramos una gran diversidad
que cambia con el tiempo (Figura 12), ya que esta diversidad de bacterias se
puede asociar a la cianobacteria. Creemos por nuestros resultados que el mismo
fendbmeno de asociacion pasa en la raiz coraloide donde la cianobacteria entra a la
raiz coraloide con sus bacterias asociadas y posteriormente por e microambiente
de la raiz coraloide se selecciona una sub-comunidad que se relaciona con el

metabolismo de nitrégeno y la vida enddfita.

Pese a que las cianobacterias se encuentran en bajas densidades y tienen poca
diversidad taxonomica, es claro que existe un microbioma cuya funcion,
posiblemente fijar nitrégeno, es mas importante que la composicion taxondémica.
En este marco, podemos especular en el papel de las cianobacterias en la raiz
coraloide, y del microbioma asociado a ellas, en particular con algunos grupos
taxonomicos especificos como Pseudomonas y Caulobacter, para los cuales

existe evidencia previa de sus interacciones en comunidades o asociaciones con
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otras bacterias (Bershova, Kopteva and Tantsyurenko 1968). En otros trabajos
posteriores también se identificaron bacterias (Pseudomonas y Caulobacter)
virtualmente siempre presentes en el mucilago de las cianobacterias (Kuentzel
1969; Caldwell and Caldwell 1978). Se identific6 que dependiendo del ambiente
(acuatico, terrestres) pueden variar el tipo de bacterias asociadas a las
cianobacterias.

Comparando con nuestros resultados, las cianobacterias de la raiz
coraloide estan asociadas en su mayoria a Proteobacterias, recreando un
ambiente similar a ambientes acuaticos y de simbiosis con plantas. Con el paso
del tiempo en los co-cultivos de un afio donde la cianobacteria transforma el medio
de cultivo, vemos que las Proteobacterias decaen en abundancia y hay un
aumento en bacterias gram positivas como se ve en ambientes terrestres o
rocosos (Albertano and Urzi 1999). En particular, en los co-cultivos de 1 afio no
hay acceso de nutrientes ni gases, pero las bacterias asociadas a las
cianobacterias se encargan del reciclado de los nutrientes lo cual aprovechan para
su desarrollo y crecimiento, regresando CO, al medio con la descomposicion de
los compuestos organicos y N2 mediante procesos de desnitrificacion, lo que crea
un microcosmos estable al cambio del tiempo y el sistema se vuelve dinamico a
nivel taxondmico dependiendo de los requerimientos metabdlicos de la

cianobacteria.

Esto nos da la primicia que el microbioma de la raiz coraloide esta siendo
influenciado por el microambiente creado por la cianobacteria. Como resultado,
tenemos una comunidad relativamente estable de bacterias que sobreviven al
medio transformado por la cianobacteria. Esto podria extrapolarse al ambiente que
ocurre dentro de la raiz coraloide, una vez establecida la comunidad cianobacteria.
Esta asociacion alrededor de las cianobacterias, resultaria en un nucleo funcional,
que no cambia drasticamente entre ambientes, y que no depende de la taxonomia
de los miembros de la comunidad, sino de su capacidad de interactuar con las
cianobacterias.

Por ello, proponemos que las cianobacterias, son la base del 'nicho
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ecologico' de la raiz coraloide, y este nicho al ser reclutado por las cicadas puede
generar ventajas al tomar no solo el metabolismo de la cianobacteria, si no todo el
repertorio metabdlico de la microcomunidad que las rodea, haciendo mas
eficientes los procesos fisiologicos como la fijacidn de nitrégeno, que, ademas, se
ha visto que puede ser promovida en cianobacterias por grupos bacterianos que

se unen a los heterocistos.
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CONCLUSION

En las raices coraloides el nucleo funcional es notoriamente mas estable y
constante que el nucleo taxonémico. En los resultados solo el 42% de los géneros
identificados se comparten entre los diferentes ambientes, mientras que la mayor
parte de las rutas metabdlicas se mantienen. La raiz forma un nicho especifico en
su endosfera para el desarrollo de las cianobacterias, el cual alberga a la
cianobacteria y sus bacterias asociadas. Por lo tanto, creemos que se seleccionan
bacterias que puedan crecer y desarrollarse dentro de la microcomunidad, lo cual
estd mas ligado a sus funciones metabdlicas que a su taxonomia. Este nucleo
funcional esta relacionado fuertemente con el microambiente que generan las
cianobacterias, cambiando la distribucién taxondémica de la microcomunidad,
dependiendo de las condiciones en las que se encuentre la cianobacteria en su
medio. Esto fue claro en los co-cultivos de un afo. Entonces, las cianobacterias y
sus bacterias asociadas se pueden conceptualizar como un holobionte (enddfitos)

dentro de otro (raiz coraloide).
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PERSPECTIVAS

Continuar con el trabajo de mineria gendmica para obtener las funciones y
rutas metabdlicas que sean de importancia para la microcomunidad de la
raiz coraloide; Como, por ejemplo, las rutas metabdlicas involucradas en el
metabolismo del nitrogeno, las cuales pueden se comprobadas con
meétodos experimentales (reduccion de acetileno), y ver su influencia en la
seleccidon de la microcomunidad que crece junto a las cianobacterias de la

raiz coraloide.

Evaluar los efectos de compartimentacion y la combinacién de los genes en
los metagenomas a nivel filogenético mediante la técnica llamada RADICAL
(Random Addition Concatenation Analysis) (Narechania et al. 2012). El
resultado que se espera es una biblioteca de arboles que representan una
gran variedad de particiones de genes al azar de diferentes tamafos. En
esta biblioteca se pueden identificar topologias unicas, valorar la topologia
general, y medir el apoyo a diferentes arboles. Esto podria dar una idea
sobre los grupos de genes que hallan evolucionado para adaptarse a la

simbiosis dentro de la raiz coraloide.

Estudiar la microcomunidad asociada a las cianobacterias que colonizan
plantas distintas a las cicadas, como el caso del helecho acuatico Azolla
con Anabaena (Van Hove and Lejeune 2002) y la angiosperma Gunnera
con la cianobacteria Nostoc (Rasmussen, Bergman and Johansson 1994),

con el fin de comparar diferencias y similitudes entre microbiomas.

Realizar experimentos de cultivo de cicadas in-vitro para medir su
adecuacion con y sin microbioma. También es necesario un estudio del
microbioma de la raiz coraloide en otras especies de Dioon para entender
las diferencias que hay entre especies a nivel de composicidon bacteriana en

la raiz coraloide.
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Anexos

Tabla 2 Tabla de OTUs identificados por 16s rRNA y en la lireratura se busco si estaban reportados como endofito

o fijadores de nitrogeno

Phylum Class Order Family Genus OZU
Moucilaginibacte
r 3
. . Sphingobacterial Sphingobacteriace  Sphinoobium 1
Bacteroidete  Sphingobacteriia cs ae phing
s Sphingomonas 2
Variovorax 1
Cytophagales Cytophagales Cytophagaceae Dyadobacter 1
Vs ac Microchaetaceae .
Cy dnghatter Cyanobacteria Nostocales Tolypothrix 6
1a Nostocaceae Nostoc 2
Bacillaceae Bacillus 16
Bacilli Bacillales Paenibacillaceac  popipacilius 2
Staphylococcacea
e Staphylococcus 1
L Rhizobium 32
Alphaproteobacteri Rhizobial Rhizobiaceae
a 1zobrales Shinella 2
Brucellaceae Ochrobactrum 1
Alcaligenaceae 4 promobacter 33
Burkholderia 39
Betaproteobacteria ~ Burkholderiales  Burkholderiaceae Ralstonia 2
Mitsuaria 8
Prote.obacter Comamonadaceae Variovorax 1
ia
Enterobacter 3
Enterobacteriale Enterobacteriacea
s e Luteibacter 1
Pantoea 1
Gammaproteobacte Pseudomonadale Pseudomonadacea
ria s e Pseudomonas 21
Luteibacter 2
Xanthomonadale Xanthomonadace Stenotrophomon
S ae as 35
Xanthomonas 2
Actinobacteri b Micrococcales  Microbacteriaceae  ygi-obacterium 5
a Actinobacteria Streptomycetale ~ Streptomycetacea
S e Streptomyces 19
Total 242
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Tabla 2 Resultados del andlisis mOTUs de cada uno de los metagenomas, se resumieron los resultados a nivel de
género y se utilizé un 93% de identidad.

Genero RFPOOL JPPOOL RFIm RF3m JP2m JP6m RF3yl JP6yl

unidentified 0 0.000203 0 0 0.002305 0 0 0.001657
Achromobacter 0 0 0.023756 0 0.007697 0.008468 0.006163 0.000832
Acidiphilium 0 0 0 0 0 0 0.000768 0
Acidovorax 0 0 0 0 0.004396 0 0 0
Actinomyces 0 0 0 0.003884 0 0 0.00073 0
Actinosynnema 0 0 0 0 0 0 0 0.000798
Afipia 0 0 0 0 0 0 0 0.000883
Agrobacterium 0 0 0.001236 0.036695 0.447503 0.025163 0.003141 0.001964
Ahrensia 0 0 0 0 0 0.001277 0 0.00075
Alicycliphilus 0 0 0 0 0 0 0.001522 0
Alteromonas 0 0 0 0 0.000138 0 0 0
Amycolatopsis 0 0 0 0 0 0 0.000752 0
Amycolicicoccus 0 0 0 0 0 0 0 0.000636
Anabaena 0 0 0.000611 0 0.005266 0 0.001437 0.002336
Anaeromyxobacter 0 0.000125 0 0 0 0 0 0
Aromatoleum 0 0 0 0 0 0 0 0.000902
Arthrobacter 0 0 0 0 0 0 0.000759 0
Aurantimonas 0 0 0.001254 0 0 0.017031 0.006784 0.003994
Azorhizobium 0 0 0.003829 0 0 0 0 0
Azospira 0 0 0 0 0.002225 0 0 0
Azospirillum 0 0 0 0 0 0.0099 0 0.002272
Bacillus 0.867081 0.991035 0.003052 0 0.074131 0.009126 0 0
Bifidobacterium 0 0 0 0 0 0 0 0.000783
Bilophila 0 0 0 0 0 0 0.000742 0
Bordetella 0 0 0 0 0.005441 0 0.000745 0
Brachybacterium 0 0 0 0 0 0 0 0.000851
Bradyrhizobiaceae 0 0 0 0 0.001078 0 0.000366 0.0009
Bradyrhizobium 0 0 0.007857 0.00399 0.043108 0.021545 0.00353 0.002581
Brevundimonas 0 0 0 0 0.002182 0.019463 0 0
Brucella 0 0 0 0 0 0.009073 0 0
Burkholderia 0.000528 0.005199 0.003839 0.012114 0.041811 0.00882 0.00531 0.000838
Caulobacter 0 0 0 0 0.03512 0.017317 0.002245 0.008368
Cellulomonas 0 0 0.001249 0 0 0 0 0.000955
Cellvibrio 0 0 0 0 0 0 0 0.001591
Chelativorans 0 0 0.000593 0 0 0 0.001442 0
Citreicella 0 0 0.000599 0 0 0 0 0
Citromicrobium 0 0 0 0.008534 0.002236 0 0.002552 0.001687
Clavibacter 0 0 0 0 0 0 0.00963 0.041487
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Comamonas
Corynebacterium

Cupriavidus

Cylindrospermopsis

Deinococcus
Delftia
Dermacoccus
Dyadobacter
Enterobacter
Erwinia
Erythrobacter
Fulvimarina
Herbaspirillum
Hoeflea
Hyphomicrobium
Idiomarina
Intrasporangium
Isoptericola
Janibacter
Kineococcus
Kitasatospora
Kocuria
Kytococcus
Leifsonia
Leptothrix
Magnetospirillum
marine
Marinobacter
Meiothermus
Mesorhizobium
Methylibium
Methylobacterium
Methylocella
Methylocystis
Methylosinus
Methyloversatilis
Microbacterium
Micrococcus
Micromonospora
Mycobacterium
Nitrobacter
Nocardioidaceae

Nocardiopsis

S O O O O o o <o

0.000742
0.000348

S O O O O O O O O O O O O O OO O O o oo o oo o oo o oo o oo o o o <o o o<

S O O O o o o o

0.002783

[ = R = = e R e R = = = = R R e = = R R = = = = = =l e i =l i - = = = =)

S O O O o o o o <o

(=)

0
0.001216
0
0
0.001251

S O O O O o o o o <o

0.001344
0

0

0
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0
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0
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0
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0
0
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0

0

0

0
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0
0.047431
0
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0

0
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0

0

0
0.01282
0

0
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0

0
0.000723
0
0.000364
0

0

0

0
0.001612
0.000715
0
0.001423
0.000368
0
0.000719
0

0
0.000753
0

0
0.000711
0.001546
0.000759
0

0

0

0
0.01452
0
0.016935
0.000727
0.001634
0.000932
0.000761
0.039719
0.000766
0.000746
0.000741
0.001481
0

0

0
0.001418
0.001491

0
0.245462

0
0.000784
0.000818

0
0
0
0
0
0

0.001595

0
0.003118
0.002383
0.000813
0.000816
0.003195
0.000827

0
0.005025

0
0.000948
0.008394
0.000816
0.000839
0.014417

0
0.016187

0
0.002696
0.001622

0
0.148996
0.012039

0
0.000798
0.002584
0.000826
0.000895



Nodularia

Nostoc
Novosphingobium
Ochrobactrum
Oligotropha
Pantoea
Paracoccus
Parvibaculum
Pelagibacterium
Phenylobacterium
Plautia
Polaromonas
Polymorphum
Pseudomonas
Pseudonocardia
Pseudoxanthomonas
Ralstonia
Ramlibacter
Rhizobium
Rhodobacter
Rhodobacteraceae
Rhodobacterales
Rhodomicrobium
Rhodopseudomonas
Rhodospirillum
Roseobacter
Roseovarius
Ruegeria
Salmonella
Sanguibacter
Shewanella
Sideroxydans
Sinorhizobium
Sphingobium
Sphingomonas
Sphingopyxis
Spirosoma
Starkeya
Stenotrophomonas
Streptomyces
Thermus
Trichormus

Variovorax

0
0
0
0
0

0.001328
0
0
0
0
0.000776
0
0
0.129024

S O O O O O O o o o o o o o<
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0.000523
0
0
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0 0
0.007902 0.003857
0 0.00412
0 0
0 0
0 0
0.004853 0
0 0.001132
0 0
0 0
0 0
0 0
0.004954 0
0.001268 0
0 0
0.040873 0.189189
0 0
0 0
0.001224 0.032659
0 0.003913
0 0
0 0
0 0
0.005416  0.00066
0 0
0 0
0.001265 0
0.000669 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0.004461
0 0.008246
0.000675 0.008174
0 0
0.001288 0
0.006301 0.000669
0.827425 0.424614
0 0
0 0
0 0
0.001296 0
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0.004527

0
0.001643
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0.017582
0
0.001087
0
0.006652
0.041181
0
0
0
0
0.008845

0
0
0
0
0
0
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0
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0.004481
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0
0
0.006514
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0
0
0
0.006587

0
0.008258
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0.228934
0
0
0.058195
0
0.001412
0.001427
0
0.014863
0
0.002748

0
0
0
0
0
0

0.024923
0.017549
0.004451
0.008739
0
0.020565
0.209418
0
0
0
0.008583

0.002225
0.042859
0.000766
0
0
0
0.001114
0
0.000729
0
0
0.000127
0.001457
0.001478
0.001432
0.207279
0
0
0.007717
0.000369
0
0
0.000746
0.000734
0.001481
0
0
0
0
0.000727
0
0
0.008152
0.004577
0.011083
0.006809
0
0.001731
0.330019
0.002198
0
0.000725
0.000743

0
0.006976
0
0.000781
0.001849
0

0

0

0
0.00082
0

0
0.001187
0.0017

0
0.150427
0

0
0.006005
0

0

0

0
0.008959
0.000823
0

0

0

0
0.001614
0
0.00166
0.001553
0.00083
0.006639
0.00082
0
0.002571
0.15354
0.003168
0.000843
0
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Vibrio 0 0 0 0 0.002035 0 0 0
Xanthobacter 0 0 0 0 0.002083 0 0 0.00077
Xanthomonas 0 0 0.028399 0.215342 0 0.061823 0.225196 0.087221
Xenorhabdus 0 0 0 0 0.002187 0 0 0
Xylanimonas 0 0 0 0 0 0 0 0.002373

Tabla 3 Géneros identificados por mOTUs que han sido reportados como endéfitos o fijadores de Nitrégeno (hecho
mediante biisqueda en NCBI)

Fijador de Endofit
Genero Nitrégeno 0
Achromobacter X X
Acidovorax X
Actinomyces
Agrobacterium X X
Ahrensia
Alteromonas
Anabaena X X
Anaeromyxobacter
Aurantimonas
Azorhizobium X X
Azospira X X
Azospirillum X X
Bacillus X X
Bordetella
Bradyrhizobiaceae X
Bradyrhizobium X
Brevundimonas
Brucella
Burkholderia X X
Caulobacter
Cellulomonas X
Chelativorans
Citreicella
Citromicrobium
Cupriavidus X X
Dyadobacter
Enterobacter X X
Erwinia X
Erythrobacter
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Fulvimarina
Herbaspirillum
Hyphomicrobium
Idiomarina
Leptothrix
Magnetospirillum
Mesorhizobium
Methylibium
Methylobacterium
Methylocystis
Microbacterium
Micrococcus
Nitrobacter
Nodularia

Nostoc
Novosphingobium
Oligotropha
Pantoea
Paracoccus
Parvibaculum
Plautia
Polymorphum
Pseudomonas
Pseudoxanthomonas
Ralstonia
Ramlibacter
Rhizobium
Rhodobacter
Rhodobacteraceae

Rhodobacterales



Rhodopseudomonas X Spirosoma

Roseobacter X Starkeya X
Roseovarius Stenotrophomonas X X
Ruegeria Variovorax X
Salmonella Vibrio

Shewanella Xanthobacter X
Sinorhizobium X X Xanthomonas X
Sphingobium Xenorhabdus

Sphingomonas X

Sphingopyxis

Programas para identificacion taxondmica

Programa IdentificadorRF.py: Este programa esta codificado en lenguaje Python y
su funcién es encontrar la posicion de las secuencias, después cambia todas las
secuencias a complementario, esto es algo indispensable para hacer filogenias

con las secuencias.

#detectar secuencias que estan en sentido R y F
#convertir las secuencias en un solo sentido
#J. Antonio Corona gocanjo@hotmail.com

#importar librerias

import re
import sys
import Bio
from Bio import SeqIO
#leer archivo de entrada
try:

blastout = sys.argv[l]

except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied filename blastout ")
try:
querysec = sys.argv[2]
except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied query sequences")

# crear archivos
print (blastout)

blastoutp = open(blastout, mode='r")
print (blastoutp)
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print (querysec)

querysecp = open(querysec, mode='r')
bioseg=SeqlO.parse(querysec, "fasta'")
print (bioseq)

print (querysecp)

#leer blastdb

blastdb = open('SILVA 119 SSURef Nr99 tax silva trunc.fasta', mode='r')
print (blastdb)

#archivos de salida

archivo= 'Fnormal-' + querysec
result = open(archivo, mode='w")

#leer datos de blastout

outdic = {}
poride = 0
claveQ = "'

for 11 in blastoutp:
datosb = 11l.split()
#print (datosb[0])
#print (poride)
a6=int (datosb[6])
a7=int (datosb[7])
a8=int (datosb[8])
a9=int (datosb[9])
if claveQ == datosb[0]:
if float(datosb[2]) > poride:
if a6 <= a7:
if a8 < a9:
outdic[datosb[0]]="F"
#print (datosb[0],'F',datosb[6:10])
elif a8 > a9:
#print (datosb[0], 'R',datosb[6:10])
outdic[datosb[0]]="R"
else:
print('error', datosb[0],datosb[6],datosb[7],
datosb[8],datosb[9])
#print (poride, datosb([2])
poride = float(datosb[2])

else:
claveQ
poride
#print (outdic)
for sec in bioseq:
#print (sec.id)
if outdic[sec.id] == 'R':
print(sec.id, 'r'")
secr=sec.reverse_ complement ()
#print secr
secr.id=sec.id
secr.description=sec.description

datosb[0]
0
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SeqIO.write(secr, result, "fasta'")
print secr

else:
SeqIO.write(sec, result, "fasta')

result.close()

Programa blast_namesprocent.py: Este programa esta codificado en lenguaje
Python, su funcion es extraer los resultados de nBlast y modificar el nombre de las

secuencias fasta con el nombre del mejor hit de blast y el porcentaje de identidad.

#Extraer datos de blastn y anotar secuencias de 16s con porcentaje y
nombre de la especie
#J.Antonio Corona gocanjo@hotmail.com

#importar librerias

import re
import sys

#leer archivo de entrada
try:
blastout = sys.argv[l]

except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied filename blastout ")
try:
querysec = sys.argv[2]
except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied query sequences")

# crear archivos

print (blastout)
blastoutp = open(blastout, mode='r")
print (blastoutp)

print (querysec)
querysecp = open(querysec, mode='r")
print (querysecp)

#leer blastdb

blastdb = open('SILVA 119 SSURef Nr99 tax silva trunc.fasta', mode='r')
print (blastdb)

#archivos de salida

|l

archivo= 'name-' + querysec
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result = open(archivo, mode='w")

#leer datos de blastout

outdic = {}
poride = 0
claveQ = "'

for 11 in blastoutp:

datosb = 11l.split()

#print (datosb)

#print (poride)

if claveQ == datosb[0]:

if datosb[2] > poride:

outdic[datosb[0]]=datosb[l] + ' ' + datosb[2]
poride = datosb[2]

else:
claveQ = datosb[0]
poride = 0
#print (outdic)
dicdb = {}
for 12 in blastdb:
if 12[0] == ">":
#print (12)
taxa = 12
12 = 12.split()
#print (12)
nblastdb = re.sub('">"',"",12[0])
nblastdb = re.sub('\s.+',"'',nblastdb)
taxa = re.sub('">\wt+','",taxa)
dicdb[nblastdb]=taxa
fasta = {}

for key in outdic:
claveQ= outdicl[key]
claveQ= claveQ.split ()
if claveQ[0] in dicdb:
#print (key,dicdb[claveQ[0]],claveQ[1l])
spname=dicdb[claveQ[0]]
spname = re.sub('".+;',"'"',spname)
spname =key+' '+claveQ[l]+' '+spname
fasta[key]=spname
#print (spname)
for 13 in querysecp:
if 13[0] == ">":
fastanm = re.sub('">"',""',13)
fastanm = fastanm.split()
if fastanm[0] in fasta:
namesp = fasta[fastanm[0]]
namesp = '>'4namesp
result.write (namesp)

else:
result.write(13)

querysecp.seek (0)

result.close()
#meter datos en una tabla . cvs o de cualquier tipo
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#print (dicdb)

blastdb.closeo

Programa clave_intro.py: Este programa esta codificado en lenguaje Python, su
funcidén es para introducir modificaciones a los nhombres de las secuencias fasta,
esto se usé de manera opcional para incluir las claves del cepario en cada una de

las secuencias 16s rRNA.

#Agregar claves a un formato fasta
#J.Antonio Corona gocanjo@hotmail.com
#importar librerias

import re
import sys

#leer archivo de entrada
try:
fastaf = sys.argv[l]

except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied filename fasta ")

# crear archivos

print (fastaf)

fastat = open(fastaf, mode='r")
print (fastat)

#leer base de datos .csv

cclave = open('cultivo clave.csv', mode='r')
print(cclave)

#archivos de salida

archivo= 'clave-' + fastaf
result = open(archivo, mode='w")

ftabla de datos csv

tabla= fastaf +'.csv'
exel= open(tabla, mode='w")

#leer datos de base de datos

diclave = {}
for 11 in cclave:
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11=11.strip()
clave = 11l.split (', ")
#print (clave)
diclave[clave[0]]l=clave[l]
#print (diclave)
for 13 in fastat:
if 13[0] == ">"':
fastanmc = re.sub('">","'",13)
fastanm = fastanmc.split()
if fastanm[0] in diclave:
nclave = diclave[fastanm[0]]
namesp = '>'+4+ nclave +' '+fastanm[2]+'\n’
exell= fastanm[0]+', "+fastanm[1l]+', "+fastanm[2]+"
"+fastanm[3]+'\n"
result.write (namesp)
exel.write (exell)
else:
result.write (13)

result.close()
exel.close()

Programa besthit_percent.py: Este programa esta codificado en lenguaje Python,
su funcion es extraer los datos de Blast y crear una tabla para poder visualizar los
datos, esta tabla es util para ver los demas resultados de blast en caso que el

mejor hit no sea el correcto.

#Extraer datos de blastn y crear una tabla de los mejores hits

#uso $ python besthit namesprocent.py sequences.el.blastout Fnormal-cut-
all-fasta-nogaps.fasta

#J.Antonio Corona gocanjo@hotmail.com

#importar librerias

import re
import sys

#leer archivo de entrada
try:
blastout = sys.argv[l]

except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied filename blastout ")
try:
querysec = sys.argv[2]
except:
sys.exit ("ERROR. Can't read supplied query sequences")

# crear archivos
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print (blastout)
blastoutp = open(blastout, mode='r")
print (blastoutp)

print (querysec)
querysecp = open(querysec, mode='r')
print (querysecp)

blastdb = open('SILVA 119 SSURef Nr99 tax silva trunc.fasta', mode='r')
print (blastdb)

#archivos de salida

archivo= 'besthit-' + querysec + ".csv"
result = open(archivo, mode='w')

#Crear encabezado para resultados

encabezado ="Query"+'\t'+"Target-

SilvaID"+'\t'+"Percent identity"+'\t'+"Alignment length"+'\t'+"#
mismatches"+'\t'+"# gap opens"+'\t'+"Start position Q"+'\t'+"End position
Q"+'\t'+"Start position T"+'\t'+"End position T"+'\t'+"E-value"+'\t'+"Bit
score"+'\t'+"Silva-name"

result.write (encabezado)

#leer blastdb
#Leer base de datos blast

dicdb = {}
for 12 in blastdb:
if 12[0] == ">'":

#print (12)
taxa = 12
12 = 12.split()
#print (12)
nblastdb = re.sub('">"',"",12[0])
nblastdb = re.sub('\s.+',"'',nblastdb)
taxa = re.sub('">\wt+','",taxa)
dicdb[nblastdb]=taxa

fleer datos de blastout

outdic = {}
poride = 0
claveQ = "'

for 11 in blastoutp:
datosb = 11l.split()
fbuscar nombres
idname=datosb[1]
spname=dicdb[idname]
spname = re.sub('".+;',"'"',spname)
fcrear linea de resultado
textline=1l.rstrip('\n'")+'\t '+spname
fescribir resultado
result.write(textline)
#print (textline)
querysecp.seek (0)
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result.close()
blastdb.close()

Programas para edicion de arboles filogenéticos

Programa funciones-muti-tre.py: Este programa esta codificado en lenguaje
Python, su funcion es crear un arbol de arboles, parte de una filogenia base a nivel
de género y posteriormente en cada hoja agrega la filogenia por especies como se
puede ver en la figura 4.

# hacer arboles de arboles 2.0

#ETE: a python Environment for Tree Exploration

#ETE A Python framework for the analysis and visualization of trees.
#J.A. Corona

#gocanjo@gmail.com

## Activate ETE/Anaconda

## unset PYTHONPATH; export PATH=~/anaconda ete/bin:$PATH;

#F <KL importar librerias necesarias para
Procesons<<<<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

import re

import sys

import os

import random

F<LLLKLKLLLLLLLLLL L <<ejecutar comandos en la terminal desde
PYLthon<<<<<<<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

#print os.listdir('.")

#print os.system('unset PYTHONPATH; export
PATH=~/anaconda ete/bin:$PATH;")

#importar archivos from ete

from ete3 import Tree, ClusterTree, NodeStyle, TreeStyle, AttrFace,
ProfileFace, TextFace, faces, TreeFace

from ete3.treeview.faces import add face to node

FSSSSSS>>5>>>>><<Leer
arboles<<K<K<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

# Tree Style used to render small trees used as leaf faces
small ts = TreeStyle()
small ts.show leaf name = True

small ts.scale = 10
small ts.mode = "c"
genero_t = {}

f = file("arboles.csv")

for line in f:
linecut = line.rstrip().split(",")
#print linecut[1]
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#print linecut[0]

#tf=Tree (linecut[1l], format=0)
genero=linecut[0]

#print genero
genero_t[genero]l=linecut[1]

print genero t
def layout (node):
if node.is leaf():
# Add node name to laef nodes
N = AttrFace("name", fsize=36, fgcolor="black™)
faces.add face to node(N, node, 0)
#print N
#>>>>>>>nombre del nodo
print node.name
nodename = node.name
nl =(genero_t.get (nodename))
#tf=Tree (genero_t.get[nodename], format=0)
#print tf
#t=(genero_t.get[node.name])
t = Tree(nl, format=0)
#t.populate (10)

T = TreeFace(t, small ts)
# Let's make the sphere transparent
T.opacity = 0.8
# And place as a float face over the tree
faces.add face to node(T, node, 1, position="aligned")
def get example tree():
# Arbol base
#t = Tree()
t=Tree("arbol-general.tre.nwk", format = 0)
#t.populate (20, random branches=True)

# Some random features in all nodes
#for n in t.traverse():
# n.add features (weight=random.randint (0, 50))

# Create an empty TreeStyle
ts = TreeStyle()

# Set our custom layout function
ts.layout fn = layout

# Draw a tree
ts.mode = "c"

# We will add node names manually
ts.show leaf name = False

# Show branch data

ts.show branch length = True
ts.show branch support = True
return t, ts

if name == " main ":

t, ts = get_example:tree()
#t.render ("tree faces.png", w=600, dpi=300, tree style=ts)

92



t.show(tree style=ts)

Arboles Filogenéticos de arbol de arboles

Todos los arboles se hicieron mediante inferencia bayesiana a un millon de

generaciones con una distribucién de tipo gama.

Nostoc

- Bacillus

Streptomyces

Rhizobium

Sphingomonas

Pseudomonas

Stenotrophomonas

Mitsuaria

*Burkholderia

—l_ - Achromobacter

0.06

Filogenia general
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Nostoclinckia
NostoclinckiavararvenselAMM30
TolypothrixsplAMM259
NostoccarneumlAMM35
TolypothrixtenuisPCC7101
TolypothrixspTOL328
TolypothrixspPCC7504
TolypothrixspPCC7601UTEXB481
TolypothrixspUAM337
TolypothrixspUAM332
Tolypothrixtic110
Tolypothrixt1c102

; Tolypothrixt1c107
Tolypothrixt1c106
Tolypothrixt1c109
Tolypothrixt1c103
NostocspCYN86
NostocspCYN73
NostocspCYN85
NostocspCYNS6

1
0 Nostocverrucosum
—1 0.76
1

| Nostoccfverrucosum
Nostocsp9E03

= [, Nostocsp1b05

066 Nostocsp207
; NostocspMollenhauer11088

—+ Nostoccalcicola
NostocmuscorumLWH217
NostocellipsosporumV

i Nostoctic115

Nostoct1c112

0.008

Filogenia del género Nostoc
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BacillusspRB6

BacillusspXA8

Bacillusacidiceler

Bacillust0T132

{075 BacillusspJGIO01011F15
BacillusspS21018
BacillusanthracisstrH9401

1 Bacillusanthracis
BacillusphagelambdaBa02

1 BacillusanthracisstrA16
Bacillusthuringiensisserovarkonkukianstr9727
BacillustOT151
BacillusthuringiensisMC28
BacilluscereusF83776 _

096 BacillusthuringiensisserovarkurstakistrHD73
BacillustOT11
BacillusspenrichmentculturecloneSYW25
BacillusspenrichmentculturecloneSYW15
053 Bacillust0T65

Bacillust0T6

1 Bacillust0T179

Bacillust020m

L {075 Bacillusweihenstephanensis

Bacillust0T29

; BacillusspHL7
0.65 BacillustOT157

062 BacillusspH60

1065 Bacillusniacini

BacillusspB92013
1 Bacillust0T145

091 Bacillussimplex

1 0ea __ BacillusspG08
BacillusspCMJ117

BacillusmegateriumWSHO002
Bacillusmegaterium
Bacillusaryabhattai
BacillusspenrichmentculturecloneWut
Bacillust0T26
L {070 Bacillust0T55
Bacillust0T72
" BacillustOT158

— Bacillust0T66
Bacillust0T81

0.02

Filogenia del género Bacillius
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0.01

Filogenia del género Streptomyces
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RhizobiumspCCBAU101001
1 _‘—Rhgzob!umendﬂ)hgtlcum
1 0sRhizobiumspCMR
.~ Rhizobiumt1k84
o Rhizobiummongolense
RhizobiumspJGI10001012L.22
RhizobiumspSEMIA6411
A%roba_ctenumsp
o RhizobiumspPhr8 )
Agrobacteriumtumefaciens
— Rhizobiumt0T103
St s Rhizobiumsp3
—*'_g 0.62 RhizobiumspSYF5
AgrobacteriumspRA24
AgrobacteriumspKZAalFMm1
CandidatusRhizobiummassiliae
RhizobiumsplRBG74
Rhizobiumt1K21
Rhizobiumt1K03
1 Rhizobiumt1K10
Rhizobiumt1K05
Rhizobiumt1k22
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Mitsuariachitosanitabida
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0.01
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Programa ete.py: Este programa esta codificado en lenguaje Python, su funcién es
introducir datos a un arbol filogenético utiliza la libreria ete3 del programa ETE, de
manera que se puedan visualizar en una sola figura, se necesita una tabla con los

metadatos y el resultado es la figura 5.

#Hacer arboles con metadatos

#ETE: a python Environment for Tree Exploration

#ETE A Python framework for the analysis and visualization of trees.
#J.A. Corona

#gocanjo@gmail.com

## Activate ETE/Anaconda

## unset PYTHONPATH; export PATH=~/anaconda ete/bin:$PATH;

import re
import sys
import os

print os.listdir('.")
print os.system('unset PYTHONPATH; export
PATH=~/anaconda ete/bin:$PATH; ")

from ete3 import Tree, ClusterTree, NodeStyle, TreeStyle, AttrFace,
ProfileFace, TextFace, faces
#from ete3.treeview.faces import add face to node

#Read Tree
tl = Tree("tree-order.nwk", format = 0)

print tl

#Read Genero color

genero_colours = {}

f = file("generocol.csv")

for line in f:
fields=line.rstrip() .split (", ")
genero_colours[fields[0]] = fields[1]

# Basic tree style
ts = TreeStyle()
ts.show leaf name = False

#ts.show branch support = True
ts.mode = "c"
#ts.arc start = -180 # 0 degrees = 3 o'clock

#ts.arc _span = 360

# Create an independent node style for each leaf, which
# specifies the colour given in the locations.csv file
for n in tl.get leaves():

name = n.get leaf names() [0]
nstyle = NodeStyle()
#nstyle["fgcolor"] = genero colours[name]

nstyle["size"] = 5
#nstyle["fsize"]=15
nstyle["bgcolor"]= genero colours[name]
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n.set style(nstyle)
#Node Background

#Read Tiempo text.strip

genero_t = {}

f = file("tiempo.csv'")

for line in f:
fields=line.rstrip() .split (", ")
tex=TextFace (fields[1])
color=fields[2]
#print (tex)
# set a border in all faces

#tex.margin border.width = 1
tex.margin bottom = 2
tex.margin top = 2
tex.margin right = 5
tex.margin left = 5
tex.border.width = 1
tex.background.color = color

genero_t[fields[0]] = tex

for n in tl.get leaves():
name = n.get leaf names() [0]
#print (name)
n.add face(genero_ t[name], 0, "aligned")

#Read ambiente metadata

genero_t = {}

f = file("ambiente.csv")

for line in f:
fields=line.rstrip() .split (", ")
tex=TextFace (fields[1])
color=fields[2]
#print (tex)
# set a border in all faces

#tex.margin border.width = 1
tex.margin bottom = 2
tex.margin top = 2
tex.margin right = 5
tex.margin left = 5
tex.border.width = 1
tex.background.color = color

genero_t[fields[0]] = tex

for n in tl.get leaves():
name = n.get leaf names() [0]
#print (name)
n.add face(genero_ t[name], 1, "aligned")

#Read medio metadata

genero_t = {}

f = file("medios.csv")

for line in f:
fields=line.rstrip() .split (", ")
tex=TextFace (fields[1])
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color=fields[2]

#print (tex)

# set a border in all faces
#tex.margin border.width = 1
tex.margin bottom = 2
tex.margin top = 2
tex.margin right = 5
tex.margin left = 5
tex.border.width = 1
tex.background.color = color
genero_t[fields[0]] = tex

for n in tl.get leaves():
name = n.get leaf names() [0]
#print (name)
n.add face(genero_ t[name], 2, "aligned")

#Read organismo metadata

genero_t = {}

f = file("organismo.csv'")

for line in f:
fields=line.rstrip() .split (", ")
tex=TextFace (fields[1])
color=fields[2]
#print (tex)
# set a border in all faces
#tex.margin border.width = 1
tex.margin bottom = 2
tex.margin top = 2
tex.margin right = 5
tex.margin left = 5
tex.border.width = 1
tex.background.color = color
genero_t[fields[0]] = tex

for n in tl.get leaves():
name = n.get leaf names() [0]
#print (name)
n.add face(genero_ t[name], 3, "aligned")

#Agregar imagenes para genomas

tl.show(tree style=ts)
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Programa para analisis de diversidad

Programa Diversidad.R: Este programa esta codificado en lenguaje R, su funcién
es a partir de los datos de abundancia 16s rRNA y mOTUs calcular los indices de

diversidad y acumulacidn de especies, esto mediante el paquete vegan.

#install.packages ("vegan")
library("vegan")
#16s-Genero.csv motus—-Genero.csv 1TAGr-Genero.csv
#Genero <- read.csv("/home/josian/Dropbox/Tesis maestria/R-
Analisis/motus-Genero.csv") #linux
Genero <- read.csv("C:/Users/Josian/Dropbox/Tesis maestria/R-
Analisis/motus-Genero.csv") #windows
A<-matrix (nrow=6
for (i in 1:nrow(Genero)) {
spval<-Genero[i,-11*1000
spval<-as.integer (spval)
spval<-matrix (data=spval)
spnam<-matrix(data=Genero[i, 1],nrow=1)
A=cbind (A, spval)
#print (spnam)
#print (A)
}
A<-A[,-11
colnames (A)<-Generol[, 1]
#A<-matrix (data=A, nrow=6, +dimnames=list(c(1l:6),c(Species[,1]))
BCI<K-A
#calculate richness
rich<-function (x) {
x[x>0]1<-1
return (rowSums (x))
}
specnumber (BCI)
BCI sp<-rich(BCI)
BCI sp<-specnumber (BCI)
min (BCI_ sp)
max (BCI_ sp)
#calculate Margalef's or Menhinick's diversity.
D.mg<-function (x) {
r<-rich (x)
a<-rowSums (x)
return((r-1)/log(a))
}
#calculate BCI
BCI Dmg<-D.mg(BCI)
#plot Dmg versus richness
plot (BCI sp,BCI Dmg,xlab="Species richness",ylab="Margalef's diversity")
BCI sp
BCI Dmg
#festimate diversity Chao's
est.all<-specpool (BCI)
est.plot<-estimateR(BCI)
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par (mfrow=c(1l,2))

plot (BCI sp,BCI Dmg,xlab="Species richness",ylab="Margalef's diversity")
plot(est.plot[l,],est.plot[2,],xlab="0Observed richness",ylab="Estimated
richness (Chao)")

est.plot

min (rowSums (BCI))

rowSums (BCI) [rowSums (BCI)==340]

rare rich<-rarefy(BCI,min(rowSums (BCI)))

#min and max values

min(rare_ rich)

max (rare_ rich)

sum(BCI[1,1])

rowSums (BCI) [1]

#calculate richness from

#solo lo hace para la fila 1

##crear nuevo dataframe que contega la suma de las columnas de BCI

par (mfrow=c (1, 1))
sumBCI<-data.frame ()
for(i in 1:ncol(BCI)){
print (sum(BCI[,1]))
sumBCI[1,i]<-data.frame(sum(BCI[,1]))
}
tmp.rich<-1:sum(sumBCI[1,])
est.rich<-NULL
for (i in l:length(tmp.rich)) {
est.rich[i]<-rarefy(sumBCI[1,],1)
}
plot(tmp.rich,est.rich,xlab="Number of individuals",ylab="Estimated
richness")
rare rich[l] #estimated richness for plot 1
#abline (v=6, lty="dashed")
abline (h=ncol (BCI), lty="dashed")
shan<-diversity (BCI, index="shannon'")
simp<-diversity(BCI,index="invsimpson")
shan
simp
D.Hill<-function(x, a) {
tot<-apply(x, 1, sum)
x<-sweep(x,1,tot,"/")
x<=-x"a
D<-apply(x, 1, sum, na.rm=TRUE)
D<-D*(1/(1-a))
}
Dhill<-D.Hill (BCI, 0.4)
par (mfrow=c (1, 3))
plot (BCI_ sp,shan,xlab="Number of species",ylab="Shannon diversity")
plot (BCI_ sp,simp,xlab="Number of species",ylab="Simpson diversity")
plot (BCI sp,Dhill, xlab="Number of species",ylab="Diversity numbers'")
Dhill
E.shan<-shan/log (BCI_sp)

E.simp<-simp/BCI sp
E.numb<-Dhill/BCI sp
E.shan

E.simp

#

Lets plot all three on the same plot
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par (mfrow=c (1, 1))
plot (BCI_sp,E.shan,xlab="Number of species",ylab="Evenness",
ylim=c(0,1), pch=19)

points(BCI sp,E.simp,pch=19,col="red")
points(BCI_ sp,E.numb,pch=19,col="blue")
#make legend
points(100,0.1,pch=19)
text (100,0.1,pos=4,"Shannon")
points(100,0.05,pch=19,col="red")
text (100,0.05,pos=4,"Simpson™)
points(100,0,pch=19,col="blue")
text (100, 0,pos=4,"Diversity numbers")
sor<-betadiver (BCI, index="sor")
jac<-betadiver (BCI, index="7")
BC<-vegdist (BCI, method="bray")
par (mfrow=c (1, 3))
plot(jac,sor,xlab="Jaccards",ylab="Sorensens")
plot(jac,BC,xlab="Jaccards",ylab="Bray-Curtis")
plot(sor,BC,xlab="Sorensens",ylab="Bray-Curtis')
BC.dis<-1-BC
par (mfrow=c (1, 3))
plot(jac,sor,xlab="Jaccards",ylab="Sorensens")
plot(jac,BC.dis,xlab="Jaccards",ylab="Bray-Curtis (dis)")
plot(sor,BC.dis,xlab="Sorensens",ylab="Bray-Curtis (dis)")
ncol (BCI) /mean(BCI sp)-1
ncol (BCI)-mean(BCI_ sp)
abc<-function (x) {

gam<-ncol (x)

alph<-mean (specnumber (x))

whit<-gam/alph-1

lande<-gam-alph

out<-c (gam, alph,whit, lande)

names (out)<-c("Gamma", "Mean Alpha", "Whittaker's Beta", "Lande's
Beta")

return (out)
}
abc (BCI)
#Ploteo de datos para diferentes ambientes y metodos
Humid<-shan[c (1, 3,4)]1]
Dry<-shan[c(2,5,0)]
Shanonb<-cbind (Humid, Dry)
par (mfrow=c (2, 1))
boxplot (Shanonb,horizontal = TRUE,main="Environment",xlab="Shanon
index",col = "lightgray")
BGl1l<-shan[3:6]
CicadBroth<-shan[1:2]
Shanonm<-1list (BG1l1l=(BGl1l),CicadBroth=(CicadBroth))
boxplot (Shanonm, horizontal = TRUE,main="Method",xlab="Shanon index",col =
"lightgray")
par (mfrow=c (1, 1))
#Ploteo de valores de shanon
shan
colnames (Genero[-11)
#class (mtcars)
Met<-colnames (Genero[-11)
Met
Vsha<-shan
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Shannon<-shan

Shannon

Esha<-E.shan

Esha

Gam<-BCI_ sp

Gam

Simpson<-simp

Simpson

#Est.rich<-est.rich[-10] [-9]

#Est.rich

Rare.rich<-rare rich

Vsha

Sha<-data.frame (Met,Vsha)

Sha

dotchart (Sha$Vsha, labels=Sha$Met, cex=.7,
main="Divesity index",
xlab="Shanon')

resumen<-data.frame (colnames (Genero[-

11),Shannon, Esha, Gam, Simpson, Rare.rich)

resumen

write.table(resumen, "/home/Jjosian/Dropbox/Tesis maestria/R-

Analisis/motus-Genero-diver-index.csv", sep=",")

#curva de acumulacion por metodo
muestreo<-colnames (Genero[-1])
BCI[1,]
nrow (BCI)
rarefaccion<-function (x) {
R1=1:sum(x)
R1l.rich<-NULL
for (i in l:length(R1l)) {
Rl.rich[i]<-rarefy(x,1)
}
R2<-1ist (R1,R1l.rich)
return (R2)
}
ml<-rarefaccion(BCI[1,])
m2<-rarefaccion(BCI[Z2,])
m3<-rarefaccion(BCI[3,])
m4<-rarefaccion(BCI[4,])
mS5<-rarefaccion(BCI[5,])
mo<-rarefaccion(BCI[6,])
m7<-rarefaccion(BCI[7,])
m8<-rarefaccion(BCI[S8,])
#x<-as.numeric (unlist (m[1]))
#y<-as.numeric (unlist (m[2]))

plot(tmp.rich,est.rich,type="1",col="blue",xlab="Number of
individuals", ylab="0TUs", main="Metagenome's rarefaction Curve")
#legend ("topleft", names(autos data), cex=0.8, col="blue", lty=1,
bty="n");

abline (h=ncol (BCI), lty="dashed")
lines(as.numeric(unlist(ml[2])), type="1", pch
lines(as.numeric(unlist(m2[2])), type="1", pch
lines(as.numeric(unlist(m3[2])), type="1", pch
lines(as.numeric(unlist(m4[2])), type="1", pch

22, lty=5, col="purple")
2, lty=5, col="red")
’, lty=5, col="green')
', lty=5, col="cyan")

)
)

)
)

2
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lines(as.numeric(unlist(m5[2])), type="1", pch=22, lty=5, col="orange'")
lines(as.numeric(unlist(m6[2])), type="1", pch=22, lty=5H,
col="lightblue™)

lines(as.numeric(unlist(m7[2])), type="1", pch=22, lty=5, col="darkblue™)
lines(as.numeric(unlist(m8[2])), type="1", pch=22, lty=5, col="pink")
abline (h=ncol (BCI), lty="dashed")

# Create a legend in the top-left corner that is slightly

# smaller and has no border

#legend ("topleft", names(autos data), cex=0.8, col=plot colors, lty=1:3,
lwd=2, bty="n");

#help (lines)
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