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RESUMEN

Salamandras del Eje Volcanico Transversal de México: el microbioma en un
contexto filogenético

El estudio de los microbiomas ha florecido en los Gltimos afios, esto debido en parte a la amplia
gama de funciones que el microbioma desarrolla en los organismos hospedadores. En anfibios, se
conoce poco sobre el microbioma de la piel. Sin embargo, se ha demostrado que las bacterias de
la piel de los anfibios desempefian un papel importante en la proteccion contra patégenos
fangicos. A pesar de los grandes avances tecnolégicos, utilizando la secuenciacion de amplicones
para la caracterizacién del microbioma, ain no queda claro cuales son los factores que
determinan la composicion del microbioma. La composicion del microbioma puede estar
influenciada por factores ambientales, espaciales, el estado de desarrollo del hospedador y
factores especificos de la especie, pero los papeles relativos de cada uno de estos factores en
determinar la composicion del microbioma no son bien entendidos. Por lo tanto, en este trabajo
utilizamos comparaciones filogenéticas controladas de especies de pletodontidos estrechamente
relacionadas, con el fin de determinar el papel que la historia filogenética, el ambiente y el
espacio geografico desempefian en la conformacion del microbioma. Utilizamos la secuenciacion
de amplicones de 16S, para comparar el microbioma bacteriano de la piel de cinco especies
microendémicas del género Pseudoeurycea del Eje Volcanico Transversal de México y una
especie de amplia distribucion del mismo género (P. leprosa), la cual se encuentra en
microsimpatria con las especies microendémicas. Al comparar la composicion del microbioma de
estas especies de salamandras en un contexto filogenético y espacial, podremos inferir que
factores tienen mayor influencia en la composicién del microbioma. En este trabajo se encontro
entre otras cosas, que la distancia filogenética entre hospedadores tiene una implicacién en la
composicion del microbioma, incluso después de tomar en cuenta la distancia geogréafica entre
los sitios de colecta. Estos resultados tienen una importante implicacién en el entendimiento de
las interacciones entre hospedador, microbioma y ambiente, especialmente en el contexto del

declive mundial de anfibios, ocasionado por las enfermedades fungicas.



ABSTRACT

Salamanders of the Trans-Mexican Volcanic Belt: the microbiome in a
phylogenetic context

The study of microbiomes has flourished in the recent years, in part due to the wide range of
functions that the microbiome performs in host organisms. In amphibians, little is known about
the skin microbiome, yet skin bacteria have already been shown to play a role in protection
against fungal pathogens. Despite the major technological advances in characterizing
microbiomes using amplicon sequencing, it is still not clear which factors determine microbiome
species composition and diversity. Microbiome composition may be influenced by development
stage, environmental, spatial, and species-specific factors, but the relative roles of each in shaping
the microbiome are not well understood. Therefore, we used phylogenetically controlled
comparisons of closely related plethodontid species in order to determine the role that
phylogenetic history, environment, and geographic space play in shaping the microbiome. We
used amplicon sequencing to compare bacterial skin microbiomes of five closely related,
microendemic species of Pseudoeurycea in the Trans-Mexican Volcanic Belt and one widespread
species of the same genus (P. leprosa) that occurs in sympatry with the microendemic species.
By comparing the composition of the microbiome of these species of salamanders in a
phylogenetic and spatial context, we can infer which factors have the strongest influence on
microbiome composition. We found that phylogenetic relatedness of the host has an effect on the
differences in the composition of the microbiome, even after taking into account the geographical
distance between the collection sites. These results have important implications for our
understanding of interactions between host, microbiome, and environment, especially in the

context of worldwide amphibian declines due to fungal disease.



1. ANTECEDENTES

1.1 El microbioma

En afios recientes, se ha descubierto que tanto los humanos como muchos otros organismos a
nuestro alrededor somos criaturas simbidticas, las cuales albergamos un gran nimero de
microorganismos, ya sea en nuestro interior o exterior. El termino microbioma fue originalmente
acuflado por Joshua Lederberg (Lederberg, 2001), como “la comunidad ecologica de
microorganismos comensales, simbi6ticos y patdgenos que literalmente comparten un espacio en
nuestro cuerpo”. Estos microorganismos pueden ser bacterias, hongos, arqueas, o cualquier
organismo microscopico, sin embargo las bacterias son el componente del microbioma mas
estudiado a la fecha. Por supuesto que esta definicién puede quedarse corta, ya que solo hace
menciéon a la presencia y no al papel funcional de estos microorganismos. Por lo que
generalmente al definir el microbioma, también se hace referencia al conjunto de genomas de
estos microorganismos (parte funcional). Histéricamente, la microscopia, quimica analitica, y
técnicas de cultivo han sido herramientas esenciales para el estudio de los microbiomas, pero
recientes innovaciones nos han impulsado a una edad de oro para el estudio de los microbiomas
(Russell et al., 2014). Una de estas innovaciones que ha revolucionado el estudio de los
microbiomas, son las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion. Estas tecnologias nos
permiten estudiar el microbioma con métodos independientes de cultivo al analizar el ADN
extraido directamente de una muestra en lugar de a partir de microbios cultivados de forma
individual, permitiéndonos investigar varios aspectos del microbioma, como lo es la diversidad

taxondmica y la funcion de estas comunidades microbianas.

1.1.1 Funciones del microbioma

Todos los animales somos hospedadores de microorganismos simbi6ticos; como resultado de
estas asociaciones ancestrales, los animales dependen de los microorganismos para desarrollar en
ellos muchas de los funciones criticas para la vida. Estas funciones pueden dividirse en tres
grandes grupos: troficas, metabdlicas y de proteccion (Guarner & Malagelada, 2003). Las
funciones tréficas incluyen el control de la proliferacion, diferenciacion de las células epiteliales

y la maduracion del sistema inmune. Las funciones metabdlicas incluyen el procesamiento de los



compuestos no digeribles por el hospedador, como pueden ser algunos polisacaridos de las
plantas, obtencion de energia de los alimentos ingeridos (Janson et al., 2008) y la produccion de
algunas vitaminas, como lo son: la vitamina K y B12 (LeBlanc et al., 2011). En cuanto a la
proteccion, la superficie del cuerpo de los animales, tanto en el interior como exterior, esta
cubierta de microorganismos. Por lo que con el fin de colonizar el cuerpo de los animales, los
microorganismos exogenos (incluyendo patdgenos) deben competir por un espacio y recursos
con los microrganismos ya hospedados (Oliver et al., 2014). Asi entonces, la composicion del
microbioma puede brindar defensa ante distintas enfermedades y patdgenos. Si la composicion
del microbioma se perturba, puede ser la causa de enfermedades como se observa en el caso de
Helicobacter pylori. Esta bacteria es un residente comun de la mucosa gastrica del estomago
humano y en condiciones normales (individuos sanos) se ha visto que es benéfica (Blaser et al.,
2008). Sin embargo, cuando se ve afectada la composicion del microbioma, H. pylori puede
colonizar més del 90 % del estdmago, causando distintas enfermedades (Kusters et al., 2006).

En el caso particular de los anfibios, se ha reportado la enfermedad quitridiomicosis (Longcore et
al., 1999), causada por el hongo del filum Chytridiomycota, Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd), que ha diezmado en gran medida a varias poblaciones de anfibios en el mundo (Skerratt et
al., 2007). Este hongo patégeno solo infecta a los anfibios, particularmente su piel, causandoles
una hiperqueratosis, hiperplasia epidérmica, Ulceras, y un cambio en la regulacién osmotica que
a menudo conduce a un paro cardiaco (Voyles et al., 2009). Curiosamente, algunas especies de
anfibios son capaces de coexistir con el Bd, mientras que otras sucumben a la enfermedad
(Davidson et al., 2003; Hanselmann et al., 2004). Esto puede deberse a que existen diferentes
microorganismos, como la bacteria Janthinobacterium lividum, que son capaces de inhibir el
crecimiento del Bd (Harris et al., 2009), lo que les confiere a los individuos portadores de estas
bacterias, una proteccion contra el patégeno fungico Bd.

1.1.2 Factores que determinan la composicién del microbioma

Ya que las funciones que desarrolla el microbioma son de gran importancia para los animales, se
ha incrementado el interés por su estudio, siendo los factores que influyen en la composicion del
microbioma uno de los topicos de mayor interés. Por ejemplo, Costello et al. (2009) estudiaron la

composicion del microbioma de 18 partes del cuerpo (piel, intestino, cavidad oral y respiratoria,



etc.) en 9 personas adultas sanas mediante la secuenciacion del gen 16S bacteriano. En este
estudio se encontrd que la composicion del microbioma fue determinada primordialmente por la

parte del cuerpo que fue muestreada.

En cuanto a trabajos realizados en anfibios, Kueneman et al. (2014) realizaron un estudio para
saber si el estado de desarrollo de los anfibios afectaba la composicion del microbioma del
hospedador. Por ello, estudiaron la composicion del microbioma de la piel de la rana acuatica
Rana cascadae en diferentes estados de desarrollo: renacuajos, sub-adultos y adultos. Esta
especie habita en los prados himedos de montafia, lagos y arroyos, se reproduce en estanques
tranquilos y por lo general deposita sus huevos en aguas poco profundas (Briggs, 1987). En este
estudio tomaron las muestras de microbioma de individuos del mismo estanque (en la region
Klamath de California), para asi homogenizar el efecto del ambiente sobre la composicion del
microbioma. Al determinar las comunidades bacterianas que estaban asociadas a la piel de estos
anfibios, mediante la secuenciacion del gen 16S bacteriano, efectivamente observaron que la
composicion del microbioma en anfibios varia segun la etapa de desarrollo del hospedador
(Kueneman et al., 2014).

Se ha visto en diferentes trabajos, que el hospedero tiene un fuerte efecto en la composicion del
microbioma, inclusive mayor que el efecto que podria tener el ambiente (Erwin et al., 2012;
Easson & Thacker 2014). Un ejemplo de esto, en la piel de los anfibios, se puede apreciar en el
trabajo desarrollado por McKenzie et al. (2012). En este trabajo, se compard la composicion del
microbioma de la piel de tres especies de anfibios: dos ranas de distintas familias, Rana pipiens
(Ranidae) y Pseudacris triseriata (Hylidae) y un ajolote, Ambystoma tigrinum (Ambystomatidae)
mediante la secuenciacion del gen 16S bacteriano. Las especies de anfibios se tomaron de 4
estanques diferentes, en los cuales cohabitan, esto con el propdésito de saber si el ambiente tenia
un efecto sobre la composicién del microbioma de la piel del anfibio. Al comparar la
composicion del microbioma entre los individuos tomados de diferentes localidades, se observo
que la especie del hospedador fue un factor altamente determinante de la composicion de la
comunidad bacteriana. Mientras que el estanque no fue un predictor significativo de la
comunidad bacteriana, aunque existe una variacion entre los sitios dentro de las especies. En los
trabajos de Kueneman (2014) y McKenzie (2012) incluyeron muestras de agua y suelo, ellos

observaron que las comunidades bacterianas asociadas a la piel de los anfibios son muy



diferentes a la del ambiente (agua y suelo) en donde se encontraba el anfibio. Siguiendo con esta
tematica, (Fitzpatrick & Allison, 2014), evaluaron la especificidad de bacterias asociadas a la piel
de la salamandra terrestre Plethodon jordani, en comparacion con las superficies en sus entornos
inmediatos (troncos y piedras) usando secuencias del gen 16S bacteriano. Encontraron que las
bacterias asociadas al hospedador y las de vida libre eran significativamente diferentes. Sin
embargo, la abundancia relativa estaba fuertemente relacionada; los taxones méas abundantes en la
piel de salamandra también eran los mas abundantes sobre los troncos y piedras himedos del
suelo del bosque. Por lo tanto, aunque las comunidades bacterianas en la piel de las salamandras
son estadisticamente diferentes de las de superficies inanimadas, no son enteramente distintas.

Ademas, encontraron pocas especies especificas a las salamandras y en baja abundancia relativa.

Asi mismo trabajos realizados con diversos anfibios acuaticos han demostrado que el hospedero
tiene un mayor impacto sobre la composicién del microbioma que el ambiente (Kueneman et al.,
2014; Walke et al., 2014). Es de nuestro conocimiento, que algunos de los factores que estan
influenciando la composicion del microbioma del hospedador son: el sitio de toma de muestra, el
ambiente al que esté sometido y factores especificos del hospedador. Sin embargo, ain no se
conoce cudl es el efecto relativo de estos factores sobre la composicién del microbioma del

hospedador.

1.2 El microbioma en organismos no modelo

Aunque en un principio la mayoria de los estudios del microbioma bacteriano se han enfocado en
humanos, en especifico en el tracto digestivo, recientemente se han utilizado otros modelos de
estudio, siendo la piel de los anfibios uno de los mas destacados. Este drgano tiene una capa
mucosa rica en glicoproteinas y alberga muchos simbiontes microbianos y patégenos (Austin,
2000). Ademas, es un 6rgano muy dinamico, el cual conlleva funciones de gran importancia
como son la: osmoregulacién, defensa y comunicacion quimica. Asi entonces, la piel de los
anfibios es uno de los sistemas que mas se han usado para el estudio de las comunidades
microbianas asociadas a la piel. Gran parte de esta investigacion se ha basado en la interaccién
del hongo Batrachochytrium dendrobatidis con la piel de los anfibios (Bletz et al., 2013). En el
caso particular de los pletodéntidos, el estudio del microbioma de la piel se torna un poco mas

interesante, ya que es la piel por donde respiran (Duellman, 1994; Campbell et al., 2012).



1.2.1 Los pletodéntidos

Los pletoddntidos (familia Plethodontidae) son una de las diez familias de salamandras. Las
especies de esta familia estan ampliamente distribuidas en el este y el oeste de América del Norte
y América Central, con poblaciones también en America del Sur, el sur de Europa, y Corea.
Plethodontidae es por mucho la familia de salamandras mas rica en especies, con 451 especies

reconocidas de las 687 especies de salamandras (www.amphibiaweb.org). La mayoria de sus

miembros se caracterizan por una supresion completa de la fase larvaria acuatica, ya que las crias

eclosionan de los huevos como adultos miniatura (Wake, 1996).

Las salamandras de esta familia son apulmonadas, por lo que todos los adultos de las especies
terrestres de la familia Plethodontidae respiran por su piel y para lograr la respiracion deben
permanecer humedas (Petranka, 1998). Es por ello que al realizar actividades en la superficie,
donde la mayoria de la alimentacion y apareamiento ocurre (Houck & Verrell, 1993; Tilley &
Bernardo, 1993), requieren de una alta humedad relativa por lo que suelen estar en contacto con
una superficie himeda (hojarasca, troncos, tierra, debajo de piedras himedas, etc.) Incluso
cuando existen condiciones de alta humedad en la superficie, estas salamandras estan en una
situacion de deshidratacion por lo que deben volver a sus refugios subterraneos para la

hidratacion completa (Anthony et al., 1997).

Los pletoddntidos tropicales pertenecen a la tribu Bolitoglossini (Wake, 2012), que se distribuyen
solo en Mesoamérica (México y Centroamérica) y Sudamérica. La radiacion adaptativa de estos
pletoddntidos tropicales ha dado lugar a que ocupen hébitats arboricolas (Wake, 1987) y
fosoriales, (Wake, 1966, 1976), e incluso incluyen una especie acuatica (Wake, 2001). Las
especies de la tribu Bolitoglossini poseen una gran disparidad en cuanto a su tamafo, y existen
tanto gigantes (hasta 161 mm longitud hocico-cloaca; Tayor & Smith, 1945) como miniatura
(hasta 19 mm LHC; Rovito et al., 2013), relativamente hablando. La mayoria de las especies de
Bolitoglossini depositan sus huevos en entornos terrestres pero muchas especies depositan sus
huevos en bromelias u otras epifitas arbdreas. Todos los Bolitoglossini comparten un sistema

alimenticio especializado (lengua retractil).


http://amphibiaweb.org/lists/index.shtml

1.3 Salamandras pletodontidas del Eje Volcanico Transversal de
México como modelo de estudio del microbioma

El Eje Volcéanico Transversal de México (EVTM) es una region geoldgica compleja, con un alto
grado de complejidad topografica debido a su actividad volcanica, el cual data desde mediados
del Mioceno al presente. Esta cadena de volcanes atraviesa los estados de Nayarit, Jalisco,
Colima, Michoacan, Guanajuato, Querétaro, México, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala, Puebla y
Veracruz (Gomez-Tuena et al., 2007; Ferrari et al., 2012). Estudios filogenéticos (Bryson et al.,
2011) vy filogeograficos (Bryson & Riddle, 2012; Parra-Olea et al., 2012) muestran que la
formacién del EVTM se correlaciona con la diversificacion y especiacion de varios linajes de

animales, entre ellos las salamandras.

El EVTM resulta de interés para el estudio de la composicion del microbioma de los animales, ya
que alli se encuentran una gran variedad de especies animales. Esto incluye algunas especies de
salamandras pletodontidas del genero Pseudoeurycea, como lo son: P. altamontana, P.
longicauda y P. robertsi, las cuales se ubican en el centro del EVTM (Estado de México), y P.
gadovii y P. melanomolga que se ubican al este (Puebla, Tlaxcala y Veracruz). Estas salamandras
son microendémicas y tienen una estrecha relacion filogenética entre si, como se muestra en la
Figura 1 modificada de (Rovito et al., 2015). Ademéas el EVTM cuenta con una especie de
salamandra del mismo género (P. leprosa), la cual es de amplia distribucion, ocurre en
microsimpatria con las especies microendémicas y estd mas distantemente relacionada a las
especies microendémicas como se muestra en el arbol filogenético Figura 1. Por lo que al
comparar la composicion del microbioma de estas especies de salamandras en un contexto
filogenético y espacial, podriamos inferir el papel que desempefian la historia filogenética, el
ambiente y el espacio geografico en determinar la composicion del microbioma.
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1.4 Métodos para el estudio del microbioma

El estudio de los microbiomas puede dividirse en dos tipos, el microbioma taxonémico o el
funcional, cada uno con un enfoque diferente. EI microbioma taxondmico es aquel que estudia la
estructura de la comunidad, que microorganismos estan presentes y en qué cantidad. Por otro
lado el microbioma funcional es aquel que estudia las actividades metabdlicas y productos finales

que resultan de la actividad microbiana (Nicholson et al., 2012).

1.4.1 Medios de cultivo y métodos independientes del cultivo

Tradicionalmente los microorganismos se han estudiado mediante el uso de medios de cultivo. La
gran ventaja con los cultivos es que los aislados pueden ser recuperados y estudiados por su
capacidad para utilizar diferentes sustratos y otros parametros fisiologicos. Esto es de suma
importancia, ya que nos permite entender de una mejor manera la fisiologia de los
microorganismos y aplicar estos aislados en procesos biotecnoldgicos (Gao et al., 2013). Sin
embargo, las técnicas de cultivo tradicionales sufren de varios inconvenientes. Pueden llegar a ser
muy demandantes en cuanto mano de obra y no muestran una imagen representativa de la
composicion del microbioma. Incluso en sistemas muy estudiados como lo es el intestino
humano, solo una pequefia porcion (aproximadamente el 20%) de los microorganismos pueden
ser cultivados con los enfoque disponibles actualmente (Eckburg et al., 2005). Mientras que en
otros nichos ecologicos, como es el suelo, se estima que solo el 10% de las bacterias pueden ser
cultivadas (Torsvik et al., 1998).

El desarrollo de las técnicas moleculares nos ha permitido el no depender de los medios de
cultivo para el estudio de los microorganismos. ElI método independiente de cultivo mas comun
para el estudio del microbioma taxonomico recae en el analisis del gen ribosomal 16S. Este gen
tiene una longitud de aproximadamente 1500 pares de base y estd presente en todas las bacterias
y arqueas (Morgan & Huttenhower 2012). Una caracteristica importante del gen 16S es que
contiene regiones conservados al igual que nueve regiones hipervariables (V1-V9) (Chakravorty
et al., 2007). Las regiones conservadas tienen una baja tasa de substitucion nucleotidica, por lo
que tienen una secuencia similar entre todas las especies de bacterias, mientras que las regiones

hipervariables demuestran una diversidad de secuencias notable entre diferentes especies de
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bacterias. Estas dos caracteristicas, nos permiten disefiar primers que sean universales y que
ademas, logren la identificacion taxondémica entre organismos a nivel de familia en todos los filos
de bacterias. Otras de las ventajas de utilizar el gen 16S en el estudio de los microbiomas, es que
existen bases de datos dedicadas a este gen y que son de acceso publico. Estas bases de datos son:
“Ribosomal Database Project” (Cole et al., 2009), SILVA (Quast et al., 2013), Greengenes
(DeSantis et al., 2006) y EzTaxon-e (Kim et al., 2012).

1.4.2 Herramientas bioinformaticas para el analisis del microbioma

En los Gltimos afios los costos de secuenciacion han decrecido de manera drastica. Es por ello que
hoy en dia es posible generar millones de secuencias por muestra, lo que nos permite evaluar las
diferencias en las comunidades bacterianas de una mejor manera. Este aumento en el poder de
secuenciacion ha requerido el desarrollo de herramientas computacionales acordes que nos
permitan manejar la creciente cantidad de datos de secuencias producidas por las tecnologias
modernas (Kuczynski et al., 2012). Existen varias técnicas bioinforméticas para el andlisis del
microbioma como lo es “mothur” (Schloss et al., 2009), “WATERS” (Hartman et al., 2010), “the
RPD pyrosequencing tools” (Cole et al., 2009) y “QIIME” (Caporaso et al., 2010). En general,
estos pipelines para el analisis de datos de secuencias de 16S tienen flujos de trabajo similares y
permiten el andlisis de las secuencias crudas obtenidas a partir de la secuenciacion de alto
rendimiento, lo que permite a los usuarios importar los datos de secuencia y producir medidas de
diversidad de los microorganismos (Russell et al., 2014). Algunos pasos iniciales son: la
demultiplexacion de secuencias (eliminacion de codigos de barras y separacion de las muestras
combinadas), filtrado de calidad y la agrupacion de las secuencias en unidades operacionales
taxondmicas (operational taxonomic units, OTUs por su siglas en ingles). OTU es un término que
significa la “cosa que esta siendo estudiada” (Sokal & Sneath, 1963). Es una unidad de
clasificacion taxondmica de los objetos de estudio en base a caracteristica que tienen en comdn,
como puede ser la agrupacion de secuencias de ADN las cuales tienen un porcentaje de identidad
determinado segln las necesidades del estudio. Una de las ventajas de QIIME sobre los otros
pipelines es la habilidad de explotar los metadatos de las muestras, por ejemplo la informacién
clinica de los individuos muestreados, para asi producir visualizaciones en donde resalten los

patrones de interés del set de datos analizados.
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1.4.3 Indices de diversidad

La biodiversidad representa la variedad y heterogeneidad de organismos o rasgos en todos los
niveles de la jerarquia de la vida, desde moléculas hasta ecosistemas (McGrath et al., 1999).
Tipicamente, se enfoca en la diversidad de especies, pero otras formas de diversidad como la
genética y quimica también son de importancia (Morris et al., 2014). En general se cree que una
alta diversidad, incluida la diversidad microbiana, es beneficiosa para un ecosistema,
proveyéndole una resistencia superior a perturbaciones ecoldgicas (Backhed et al., 2005). La
diversidad tipicamente se describe en términos de riqueza de especies y uniformidad. La riqueza
refleja el nimero de especies en un sistema (diversidad alfa), pero no toma en cuenta su
proporcion relativa. La uniformidad revela la composicién de la distribucion de las especies en
una comunidad al incluir su abundancia relativa. Existen diferentes indices para describir la
diversidad. Uno de ellos es el indice Simpson, el cual es una medida cuantitativa que refleja
cuantos tipos diferentes de especies existen en una muestra y simultaneamente toma en
consideracién que tan uniformemente las entidades bésicas (como individuos) estan distribuidas.

(Legendre, 1998). La férmula para el indice Simpson es:

S ni(ng — 1)
N(N -1)

D =

Donde:
S es el numero de especies.
N es el total de organismos presentes (0 unidades cuadradas).

n es el nimero de ejemplares por especie.

Otro indice usado para describir la diversidad es el indice Shannon (Shannon, 1948) el cual
asume que todas las especies se representan en una muestra y que estan muestreadas al azar. La

férmula para el indice Shannon es:

S
H =-p;log, p;
i=1
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Donde:

S es el numero de especies

pi es la proporcion de individuos de la especie, respecto al total de individuos: n;/N
n; es el nimero de individuos de la especie

N es el nimero de todos los individuos de todas las especies

En resumen, el estudio del microbioma se ha incrementado exponencialmente en los Gltimos
afios, gracias a las tecnologias de secuenciacién de nueva generaciéon y a las herramientas
bioinforméticas que nos han permitido analizar los datos obtenidos. Hoy en dia es de nuestro
conocimiento que la composicion del microbioma en los hospedadores se ve influenciada por
diferentes factores, como lo son: el estadio de desarrollo, ambiente y factores especificos del
hospedador (especie). Sin embargo, ain no se conoce cudl es el rol especifico de cada uno de
estos factores en la determinacién de la composicion del microbioma. Es por ello que se
requieren trabajos que estudien la composicién del microbioma en un contexto mas definido,
controlando los factores filogenéticos (especie), espaciales y ambientales a los que estd sometido
el hospedador. A la fecha no existen estudios acerca de la composicion del microbioma de la piel
de salamandras del EVTM o de algun otro anfibio en México. Estos estudios son necesarios ya
que la composicion del microbioma puede proteger a los anfibios en contra de patégenos, como
el Batrachochytrium dendrobatidis, pero es necesario un panorama inicial del microbioma de

estos animales para generar estrategias que detengan el avance de estos patdgenos.

13



2. HIPOTESIS

La composicion del microbioma de cada especie de salamandra y la abundancia relativa de las
especies bacterianas serd mas fuertemente controlada por diferencias en la historia evolutiva

(filogenia), con un poco de influencia de la distancia espacial (geografia) y el ambiente (clima).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar la composicion microbiana de seis especies de salamandras en distintas localidades
del Eje Volcanico Transversal Mexicano (EVTM), mediante el uso de secuenciacion de nueva
generacion (NGS), para determinar cuales factores tienen mayor influencia sobre la composicion

del microbioma.

3.1.1 Objetivos especificos

1.- Obtencidn de muestras de microbioma de seis especies de salamandras del EVTM
2.- Amplificacion del gen 16S (region V3 V4) y preparacion de librerias

3.- Andlisis de datos obtenidos para la inferencia de los factores determinantes de la composicion

del microbioma.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Toma de muestra

La colecta y muestreo de individuos se llevd a cabo entre los meses de mayo y junio del afio
2015. Se buscaron seis especies de salamandras del genero Pseudoeurycea: P. longicauda, P.
leprosa, P. altamontana, P. robertsi, P. melanomolga y P. gadovii, las cuales son las especies de
enfoque del presente trabajo. Adicionalmente, se colecto una especies mas de salamandra,
Aquiloeurycea cephalica, la cual vive en microsimpatria con algunas de las especies de enfoque.
Se muestred en 12 localidades de 3 estados de los Estados Unidos Mexicanos: Veracruz, Puebla,
y Mexico (Figura 2). El punto de muestreo, el tamafio de muestra de cada especie de salamandra

y las caracteristicas del sitio se muestran en la Tabla 1.

La basqueda de salamandras se realizd debajo de piedras, troncos y corteza de arboles. Los
individuos fueron atrapados a mano utilizando guantes de nitrilo nuevos para cada espécimen y
se depositaron en bolsas de plastico individuales hasta realizar la toma de muestra del
microbioma de la piel. En el campo cada individuo fue lavado dos veces con 50 ml de agua
estéril (100 ml de agua en total), esto con el proposito de eliminar particulas de suelo y bacterias
que no estuvieran asociadas a la piel de las salamandras. Después del lavado, se hizo un frotis con
hisopos de punta de rayon estériles (Medical Wire & Equipment MW113). El frotis se realizo en
todo el cuerpo del anfibio durante 30 segundos; como control negativo, un hisopo estéril se agitd
en el aire durante 30 segundos. Cada hisopo se depositd en un tubo criogénico estéril de 2 ml y se
almaceno en nitrégeno liquido. Después de regresar del campo las muestras se almacenaron en un

ultra congelador a -80°C hasta la extraccion del ADN.

4.2 Extraccion de ADN

El ADN bacteriano de cada hisopo fue extraido con el kit PowerSoil DNA Isolation (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, USA), en total se realizo la extraccion de 85 muestras. El hisopo de
cada muestra se depositd en un tubo “PowerBead” (provisto en el kit), el cual contiene perlas de
granate de 0.7 mm y un buffer de lisis. El procedimiento se realizd siguiendo las

especificaciones del fabricante pero con cambios menores para muestras con bajas cantidades de
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Figura 2. Mapa de las 12 localidades muestreadas en tres estados de los Estados Unidos Mexicanos:
Veracruz, Puebla y Estado de México. Los nimeros corresponden a los sitios descritos en la Tabla 1.

ADN, descrito en detalle en Fierrer et al. (2008) (ANEXOS). Los cambios al protocolo
consistieron en: 1) incubar las muestras durante 10 minutos a 60°C después de la adicién de la
solucion C1, 2) vortex del tubo “PowerBead” en posicion horizontal durante 2 minutos, y 3)
permitir que la solucion C6 se asiente en el filtro durante 5 minutos antes de la elucion final. El
ADN bacteriano obtenido se almacen6 en un congelador a -20°C hasta su uso.

4.3 Amplificacién del gen ribosomal 16S y preparacion de librerias.

Una vez que contamos con las extracciones del ADN bacteriano, se amplificd la region V3-V4
del gen ribosomal 16S mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés). Cada reaccién de 25 pl contuvo 12.5 ul de 2x KAPPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa
Biosystems KK2602), 10 ul de agua libre de nucleasas, 1 pul de ADN genémico y 0.75 ul de cada
oligo (0.3 uM de concentracion final). Las condiciones de PCR consistieron en un paso inicial de
desnaturalizacion a 95°C durante 3 minutos, seguido por 34 ciclos a 98°C por 20 segundos, 61°C

por 45 segundos, 72°C por 1 minuto y una extensién final a 72°C por 5 minutos.
Antes de llevar a cabo la amplificacion de todas las extracciones de ADN bacteriano, se

realizaron pruebas de PCR para encontrar el nimero de ciclos minimo necesario para la

amplificacion de los fragmentos de interés y asi evitar la sobreamplificacion y la formacion de
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quimeras. Por cada muestra se realizaron PCR en triplicado para asi amplificar el ADN de las
bacterias que se encontraban en poca cantidad, evitando asi sesgos en la amplificacion, y obtener
suficiente producto para los pasos posteriores. Los oligos utilizados en este trabajo fueron
515F/806R (Caporaso et al., 2011), los cuales amplifican un fragmento de 460 pares de bases
(pb) aproximadamente de la region V3-V4 del gen ribosomal 16S. Ademas, cada par de oligos
cuenta con una etiqueta (barcode), la cual consiste en 6 nucleotidos anexados en el extremo 5 de
ambos oligos, tanto en el “forward” como en el “reverse”, por lo que este barcode se incorpora
en ambos extremos de los amplicones resultantes de la PCR (Vo & Jedlicka, 2014). El afiadir este
barcode nos permite la identificacion de cada muestra después de la demultiplexacion de
secuencias. Los barcode fueron disefiados para poder ser corregidos en base al codigo Hamming,
de modo que el verdadero barcode pueda ser recuperado si llegase a ocurrir un error de
secuenciacion en un solo nucle6tido (Bystrykh, 2012). En la Tabla 2 se muestra la secuencia de
nucledtidos, incluyendo los barcode de los 8 pares de primer utilizados en este trabajo.

La preparacion de librerias se llevo a cabo siguiendo el protocolo establecido por Vo y Jedlicka
(2014), el cual se explica en detalle en la seccion de ANEXOS. A grandes rasgos la preparacion
de librerias se realiz de la siguiente manera: Primero, se juntaron los triplicados de PCR por
muestra (promedio total de 75 pul) y se limpiaron estos productos con ayuda de perlas magnéticas
Sera-mag (Thermo Scientific, part No: 24152105050250), con un volumen relativo de 1.2X por
muestra (promedio de 90 pl). Esto nos permite eliminar impurezas, amplicones de tamafio no
deseado y concentrar las muestras (volumen final de 20 ul). Después se cuantificaron los
productos ya lavados con ayuda de un fluorimetro Qubit® 3.0 (Thermo Scientific, Q33216) y el
kit de ensayo de alta sensibilidad para ADN bicateriano (Thermo Scientific, Q32851), para asi
combinar los amplicones de las diferentes librerias de manera equimolar, de modo que cada
libreria contuviera cada uno de los 8 barcode diferentes utilizados en este trabajo (Figura 3,
tomada de (Vo & Jedlicka 2014). Por ultimo se ligd un adaptador TruSeq de Illumina diferente a
cada una de las librerias en un proceso libre de PCR, para asi evitar el intercambio de codigos de
barra y la formacion de quimeras entre los amplicones de las muestras mezcladas en cada libreria.
En la seccion de ANEXOS se muestra la secuencia de los adaptadores Truseq de Illumina. En
total se prepararon 9 librerias, de 8 muestras cada una, las cuales fueron secuenciadas en el
departamento de biologia de San Francisco State University en la plataforma de lllumina MiSeq,

con el kit de reactivos v3.
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Localidad Especie No. Muestras Elevacion Latitud,
(n) (m) Longitud
(WGS84)
Estado de México
1. Puerto P.longicauda 6 2744 19.43799, -100.17799
Lengua de Vaca
2. Puerto P. longicauda 1 2623 19.41804, -100.16151
Lengua de Vaca
3. Raices P. robertsi 7 3302 19.18742, -99.80638
4. Sultepec P. robertsi 11 2850 19.01358, -99.90027
P. leprosa 7
5. Lagunas de P. altamontana 10 3099 19.0629, -99.33206
Zempoala P. leprosa 3
A. cephalica 2
6. Lagunas de P. leprosa 6 2902 19.04676, -99.31806
Zempoala A. cephalica 7
Veracruz
7. Las Lajas P. melanomolga 1 3120 19.59315, -97.09306
P. leprosa 2
A. cephalica 1
8. Las Vigas de P. leprosa 4 3052 19.58396, -97.0956
Ramirez
9. El Conejo P. melanomolga 5 3475 19.52134, -97.15847
P. leprosa 1
10. El Conejo P. melanomolga 2 3948 19.49913. -97.15369
Puebla
11. Santa Cruz P. gadovii 4 3561 18.97192, -97.28661
Texmalaquilla P. leprosa 2
12. Atzitzintla P. gadovii 1 2775 18.9973, -97.21324
P. leprosa 4

Tabla 1. Datos generales de las 12 localidades muestreadas.

4.4 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se unieron utilizando PEAR (Paired-End Read Merger) (Zhang et al.,
2014), con una puntuacion de calidad minima de Q25 y un p-value para la prueba estadistica de
0.001. Las secuencias mayores a 520pb y menores a 400pb fueron descartadas. Las secuencias ya
unidas, fueron analizadas mediante el pipeline Quantitative Insights Into Microbial Ecology
(QIIME, v. 1.9.1) (Caporaso et al., 2010). QIIME es un pipeline de cddigo abierto para el analisis

del microbioma a partir de datos de secuenciacion en bruto, estos datos pueden provenir de la
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plataforma Illumina o cualquier otra. A grandes rasgos, con QIIME se pueden tomar las
secuencias en bruto, realizarles un filtrado de calidad y la demultiplexacion, asignando asi las
secuencias de barcode a las muestras de las cuales se derivaron. Después, QIIME agrupa las
secuencias en base a su similitud entre si (umbral impuesto por el usuario) en unidades

taxondmicas operacionales (OTUs por sus siglas en ingles).

Existen tres estrategias como QIIME realizar la seleccion de OTUs. La estrategia “de novo” no
necesita una base de datos externa como referencia pero no puede escalarse a conjuntos de datos

grandes y es muy tardada. Con la estrategia de “referencia cerrada”, las secuencias se alinean a

una base de datos externa como puede ser Greengenes (http:/greengenes.Ibl.gov/cqi-bin/nph-
index.cqi). Las ventajas de esta estrategia es que las OTUs se definen en base a una referencia
pre-existente, por lo que normalmente hay asignaciones taxonomicas de alta calidad para cada
OTU, es rapida y facil de escalar a grandes conjuntos de datos. Su principal desventaja es que las
secuencias que no coincidan con nada en las bases de datos son descartadas. Finalmente, la
ultima estrategia de asignacion de OTUs es la de “referencia abierta”, la cual es una combinacion
de las dos primeras, primero las secuencias se alinean a una base de datos externa, como en la
estrategia de referencia cerrada, pero aqui las secuencias que no coincidan con la base de datos de
referencia no son descartadas, sino que se agrupan con la estrategia de novo. La estrategia de
referencia abierta tiene las ventajas de ambos protocolos, de novo y referencia cerrada (Rideout et
al., 2014).

Las secuencias se demultiplexaron por su barcode con un score de calidad de Q25 y se cortaron
los barcodes y los adaptadores de Illumina de las secuencias (Caporaso et al., 2010). La
asignacion de OTUs se realiz6 por el método de referencia abierta, usando como marco de
referencia la base de datos de Greengenes (v13.8) (http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-

index.cqi) con una similitud de OTUs del 97 %. Para estandarizar el esfuerzo de muestreo entre
las diferentes muestras y evitar asi sesgos derivados de la variacién en la profundidad de
secuenciacion, se realiz6 una rarefaccion a 7500 secuencias por muestra. Esta profundidad de
secuenciacion se utilizé en los posteriores analisis que incluyen la determinacién de la diversidad
alfa y beta. Se calcularon los siguientes indicadores de diversidad alfa: riqgueza de OTUs, Chaol y

la diversidad filogenética del arbol completo. Chaol es un estimador el cual calcula la verdadera
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Nombre del primer  Secuencia del barcode  Secuencia del primer (5'- 3")

515F1 CGTCAT CCTACGGGNGGCWGCAG
806R1 CGTCAT GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F2 AGAGAG CCTACGGGNGGCWGCAG
806R2 AGAGAG GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F3 CACTGT CCTACGGGNGGCWGCAG
806R3 CACTGT GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F4 GTCTCA CCTACGGGNGGCWGCAG
806R4 GTCTCA GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F5 TCGATC CCTACGGGNGGCWGCAG
806R5 TCGATC GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F6 AGCATC CCTACGGGNGGCWGCAG
806R6 AGCATC GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F7 GACACT CCTACGGGNGGCWGCAG
806R7 GACACT GACTACHVGGGTATCTAATCC
515F8 ACACAT CCTACGGGNGGCWGCAG
806R8 ACACAT GACTACHVGGGTATCTAATCC

Tabla 2. Secuencia de nucle6tidos de los oligos utilizados para la amplificacion del gen 16S.

diversidad de especies de una muestra. La idea detras de este estimador es que si se esta
muestreando una comunidad, y todavia se estdn descubriendo especies raras (especies
encontradas solo una vez), es probable que las especies mas raras todavia no se encuentren, pero
tan pronto como todas las especies se han recuperado al menos dos veces, es probable que no
queden especies nuevas por encontrar (Chao, 1984). Los analisis de similitud de las comunidades
bacterianas (diversidad beta) se realizaron con el algoritmo UniFrac el cual es una métrica de
distancia utilizada para comparar comunidades bioldgicas. UniFrac incorpora informacién sobre
la relacion relativa de los miembros de la comunidad mediante la incorporacion de distancias
filogenéticas entre organismos observados en el coémputo (Lozupone et al., 2011). Los patrones
de diversidad beta se visualizaron usando un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS

por sus siglas en inglés) (Clarke & Warwick, 2001).
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4.5 Elaboracion de matrices de distancia y pruebas de Mantel parcial

Para determinar los factores que influencian la composicion del microbioma en la piel de las
salamandras, se realizaron matrices de distancia de cuatro diferentes factores: climatoldgicos,

geograficos, filogenéticos y la diversidad beta del microbioma.

4.5.1 Matriz climatolégica

Inicialmente se tomaron las 19 variables biocliméaticas de la base de datos de WorldClim
(http://mww.worldclim.org/) (Hijmans et al., 2005). Estas capas bioclimaticas fueron descargadas
de WorldClim a una resolucion de 30 arcosegundos (~1 km). Con ayuda del programa de codigo

abierto QGIS (http://qgis.osgeo.org/es/site/) se obtuvo la informacion bioclimatica de 102

localidades, las cuales incluyen los alrededores de los puntos muestreados en este trabajo y en
donde se tienen reportes de la presencia de salamandras en la region del EVTM segun la base de

datos VertNet (www.vertnet.org) y registros no publicados del laboratorio. Se escogieron estas

localidades y no puntos al azar ya que se buscé que estos reflejaran las condiciones climaticas en
las cuales podemos encontrar salamandras pletodontidas, como lo son las especies de enfoque de
este trabajo. Con esta informacion bioclimatica y mediante un andlisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en inglés), se obtuvo la combinacion de capas que explicaran la
mayor variacion de datos. En consecuencia, el set final de datos utilizados se compuso a partir de
dos componentes principales (PC), los cuales explican un 97% de la variacion total de las 19
capas bioclimaticas. EI PC1 se compone principalmente de 5 capas: estacionalidad de la
temperatura (Bio4), precipitacion anual (Biol2), precipitacion del mes mas humedo (Biol3),
precipitacion del trimestre mas himedo (Bio16) y precipitacion del trimestre mas célido (Biol8),
explicando un 78% de la variacion y el PC2 el cual estd compuesto principalmente de 3 capas:
estacionalidad de la temperatura (Bio4), precipitacion anual (Biol2), precipitacion del trimestre
més humedo (Bio16), explicando un 19% de la variacion. A partir de las capas compuestas por el
PC1, se generé el marco de datos bioclimaticos pero solo de ocho de las 12 localidades
muestreadas en este trabajo, ya que ciertas localidades estaban muy proximas y se tomaron como
si fueran solo una. Las localidades combinadas fueron la 1 con 2, 5 con 6 y 9 con 10 (por su
numero de localidad en la Tabla 1). En los subsecuentes analisis se usaron solo estas ocho

localidades, realizando las pruebas de Mantel parcial solo con las variables del PC1.
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Figura 3. Etiquetado combinatorio y estrategia de combinacién empleada en este trabajo para la
preparacion y secuenciacion de librerias de Illumina, ejemplo para 16 muestras. Las barras grises oscuras
indican los barcode en el final del 5” de los oligos, que son incorporados a los amplicones durante la PCR.
Las barras de color gris claro indican los indices del adaptador TruSeq de Illumina que son unidos a los
amplicones durante la ligacién del adaptador. B# y I-# hacen referencia a las secuencias de los barcode e
indices de Illumina, respectivamente, donde el # de tubo indica la identificacion Unica de una muestra.

4.5.2 Matriz geografica

Utilizando el programa QGIS vy la latitud y longitud de las 8 localidades muestreadas (Tabla 1),
se obtuvo la informacion de la distancia geografica entre las diferentes localidades y a partir de
este marco de datos se formd la matriz geografica. Se usé una proyeccidn conica equidistante de

América del Norte para calcular la distancia entre sitios en metros.

4.5.3 Matriz de distancia genética

Se extrajo ADN a partir de higado de 25 individuos colectados en este trabajo. Con los oligos
MVZ15 y MVZ16 se amplifico una region del gen mitocondrial citocromo b de
aproximadamente 780 pb. Estos oligos fueron diseflados para emparejar secuencias de
salamandras del genero Ensatina pero también amplifican el ADN de otros anfibios (Jackman et
al., 1997). La secuencia de los amplicones se obtuvo mediante secuenciacion Sanger, la cual se

realizd en el departamento de servicios gendémicos de la Unidad de Genomica Avanzada,
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Cinvestav Irapuato. Las secuencias obtenidas se alinearon con el software Geneious v8.1.7
(http://www.geneious.com/) con el método de alineamiento MUSCLE v3.8.31.4 (Edgar, 2004).

El célculo de la matriz de distancia entre ellas se llevé a cabo en el software Arlequin (Excoffier
& Lischer 2010). Las secuencias de los individuos, se agruparon en 12 poblaciones segun la
especie y localidad de muestreo del individuo como se muestra en la

Tabla 3. Se calcul6 la distancia promedia entre pares de individuos de dos poblaciones/especies

(average pairwise distance) usando el modelo de distancia TN93 (Tamura & Nei 1993).

4.5.4 Matriz de diversidad beta del microbioma

Mediante el script core_diversity analyses.py, el cual estd incluido en el pipeline QIIME
(Caporaso et al., 2010), se calcul6 la diversidad beta del microbioma de la piel de las diferentes
salamandras. La distancia métrica utilizada por este script es UniFrac, tanto ponderado
(weighted) como no ponderado (unweighted). La distancia UniFrac es una medida de la
diversidad beta que utiliza la informacion filogenética para comparar muestras ambientales. La
distancia métrica UniFrac, junto con técnicas estadisticas multivariantes estandar, incluyendo
analisis de coordenadas principales (PCoA), sirven para identificar que tan diferentes son las

comunidades microbianas entre si (Lozupone & Knight 2005).

Este script genera ambas matrices de distancia. La UniFrac weighted (medicion cuantitativa) es
ideal para revelar las diferencias de la comunidad que se deben a cambios en la abundancia
relativa de las especies microbianas (por ejemplo, cuando un determinado conjunto de especies
florece, debido a una fuente de nutriente limitante y se vuelve abundante). Mientras que UniFrac
unweighted (medicion cualitativa) son méas informativas cuando las comunidades difieren
primordialmente por la diversidad de sus especies microbianas (Lozupone & Knight 2005). Ya
que cada una de estas dos matrices nos da informacién distinta de la diversidad beta del

microbioma, se utilizaron ambas matrices en los posteriores analisis.

Una vez que contabamos con estas 5 matrices de distancia, se compararon entre si mediante el
uso de la prueba estadistica de Mantel parcial ( Legendre & Fortin, 1989; Mantel, 1967), en el
entorno estadistico R version 3.3.1 (R Development Core Team, 2016) con el paquete ecodist

(Dissimilarity-based functions for ecological analysis) (Goslee & Urban 2007). Las pruebas
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Poblacién Especie Localidad
longA (4) P. longicauda Puerto lengua de vaca
robB (3) P. robertsi Raices
robC (1) P. robertsi Sultepec
altD (3) P. altamontana Lagunas de Zempoala
melF (1) P. melanomolga El Conejo
gadG (2) P. gadovii Santa Cruz Texmalaquilla
gadH (1) P. gadovii Atzitzintla
lepC (1) P. leprosa Sultepec
lepD (3) P. leprosa Lagunas de Zempoala
lepE (2) P. leprosa Las Lajas
lepG (1) P. leprosa Santa Cruz Texmalaquilla
lepH (3) P. leprosa Atzitzintla

Tabla 3. Especies y localidades de muestreo de los 25 individuos utilizados para generar la matriz de
distancia genética. Entre paréntesis se muestra el nimero de individuos de cada poblacidn.

realizadas fue entre la diversidad beta de los microorganismos de la piel de las salamandras (tanto

la medicidon weighted como unweighted), en contra de la matrices de distancia climatoldgica,

distancia genética y geografica. A grandes rasgos, la prueba de Mantel parcial, al igual que la

prueba Mantel, se puede utilizar para calcular correlaciones entre posiciones correspondientes en

una matriz de distancia. Sin embargo, la prueba de Mantel parcial corrige la influencia de otro

conjunto de variables almacenadas en una (o maltiples) matriz diferente.
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5. RESULTADOS

5.1 Colecta y amplificacion de muestras de microbioma

Se tomo la muestra del microbioma de la piel de 80 salamandras, con un promedio de nueve
muestras por especie, a excepcion de P. leprosa, de la cual se tomaron 27. De este conjunto se
logré amplificar el gen 16S de 71 muestras, las cuales incluyen cinco muestras de Pseudoeurycea
longicauda, nueve de P. robertsi, ocho de P. altamontana, seis de P. melanomolga, siete de P.
gadovii, 26 de P. leprosa, siete de Aquiloeurycea cephalica y tres controles negativos (Tabla 4).
En el Anexo 1 se pueden observar las muestras de microbioma amplificadas y su concentracion
de ADN después de la purificacion de productos, asi como las muestras que componen cada
libreria. Las secuencias provenientes de las muestras del microbioma de las especie A. cephalica,
se descartaron en los analisis de diversidad beta, ya que no son parte de las especies de enfoque

de este estudio.

5.2 Andlisis de secuencias

En total se obtuvieron 8,517,972 secuencias pareadas con una longitud promedia de 250 pb a
partir de la secuenciacion de Illumina Miseq. Al unir estas secuencias mediante PEAR, 3,633,188
secuencias se descartaron ya que no superaron los estandares de calidad impuestos al momento
de la unidn. Las secuencias restantes fueron 4,884,784 con una longitud promedio de 475 pb.
Después de la demultiplexacidn de secuencias y eliminar el barcode de las secuencias, restaron
4,048,474 secuencias con una longitud promedio de 466 pb lo cual corresponde al amplicon de
16S sin barcode ni adaptador de lllumina. El promedio de secuencias por muestra fue de 50,605
siendo el maximo obtenido de 197,142. Las muestras etiquetadas con el barcode 5 (TCGATC)
obtuvieron un numero de secuencias muy bajo, menor a 983, lo que indica que hubo un problema
en este barcode en especifico. Este error impidié la correcta asignacion de las secuencias
etiquetadas con este barcode, por lo que se descartaron estas secuencias de los andlisis de
diversidad alfa y beta. Para evitar sesgos derivados de esta variacion en la profundidad de
secuenciacion entre las muestras, se utilizé una rarefaccion a 7,500 secuencias por muestra en

todos los analisis de diversidad subsecuentes. EI nUmero de muestras amplificadas por especie,
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Especie Numero de Numero de muestras usadas Numero totales de

muestras en los analisis de diversidad  secuencias pareadas
amplificadas Alfa Beta

P. leprosa 26 16 13 786,165
P. melanomolga 6 4 3 661,361
P. gadovii 7 5 5 371,997
P. altamontana 8 7 7 339,504
P. robertsi 9 6 6 328,136
P. longicauda 5 3 3 86,524

A. cephalica 7 6 0 476,115
Control negativo 3 0 0 1,878

TOTAL 71 47 37 3,051,680

Tabla 4. Numero de muestras amplificadas por especie, y utilizadas en los analisis de diversidad alfa y
beta, después de una rarefaccion a 7,500 secuencias por muestras. En la tabla se muestra el nimero de
secuencias pareadas totales por especie, antes de la rarefaccion a 7,500 secuencias por muestra.

asi como las muestras utilizadas en los analisis de diversidad alfa y beta se muestran en la Tabla
4.

5.3 Diversidad taxondmica

Para evaluar si 7,500 secuencias representan el total de riqueza de OTUs en este estudio, se
calcularon curvas de rarefaccion de los OTUs observados por especie (Figura 4). Ninguno de los
grupos de muestras alcanzd la asintota, lo que indica que el nimero de OTUs observados
aumentara si se incrementa el nimero de secuencias por muestra. Las 4,048,474 secuencias
identificadas por un barcode se asignaron a un total de 25,901 OTUs, definidos por un 97% de
similitud, con un promedio de 480 OTUs por muestra. La asignacion taxondémica de los OTUs
obtenidos se realiz6 con el método Uclust con una similitud del 97%, con referencia la base de
datos Greengenes. Las secuencias se clasificaron en 28 clases diferentes, predominando las

Gammaproteobacteria, con una abundancia relativa entre todas las muestras del 40.2%, seguido
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Figura 4. Curvas de rarefaccion de OTUs observados a una profundidad de 7,500 secuencias por muestra.
Los individuos se agruparon por especie. P. leprosa A indica los individuos muestreados en Puebla y
Veracruz (clado Veracruz), mientras que P. leprosa B indica los individuos muestreados en el Estado de
Meéxico (clado Edo. México).

por las Actinobacteria con un 12.5% y Chlamydiae con un 12.2%. Se encontrd6 Chlamydiae en
todas las muestras, en la mayoria en una proporcién menor al 3.5%. Sin embargo, se detect6 una
gran proporcion de Chlamydiae en 3 individuos de la especie P. leprosa SMR2585 (96%),
SMR2507 (86%), SMR2537 (93%) y un individuo de la especie P.melanomolga, SMR2544
(68%) Se colectaron estos cuatro individuos en diferentes localidades. Estos cuatro individuos se
descartaron en los andlisis de diversidad beta, ya que no es necesario un analisis para saber que la
composicion del microbioma de estas muestras es diferente a las demés. En la Figura 5 se
muestra la abundancia relativa taxondmica de las bacterias asociadas a la piel de las salamandras

a nivel de clase y en la Figura 6 a nivel de familia.

En la Figura 7 se muestran las curvas de rarefaccion a 7,500 secuencias por muestra del
estimador Chaol, el cual estima la verdadera diversidad de especies de una muestra (cuantas
especies nuevas quedan por encontrar). Los valores mas altos de Chaol se observaron en las
muestras provenientes de P. leprosa y P. gadovii colectadas en Veracruz. Las curvas de

rarefaccion de estas muestras no alcanzan la asintota, lo que indica que aun hay especies raras por
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Clase de bacteria Abundancia relativa entre
todas las muestras

(%)
Gammaproteobacteria 40.2
Actinobacteria 125
Chlamydiae 122
Alphaproteobacteria 9.2
Bacilli 3.6
Betaproteobacteria 3.4
Sin clasificar 2.0
Bacteroidia 14
Acidobacteriia 1.3
Sphingobacteriia 1.2
Clostridia 1.1
Planctomycetia 11
Flavobacteria 1.0
Saprospirae 0.8
Spartobacteria 0.8
Rubrobacteria 0.6
Thermoleophilia 0.6
Cytophagia 0.6
Phycisphaerae 0.6
Deltaproteobacteria 0.6
Solibacteres 0.5
Acidimicrobiia 0.5
Chloracidobacteria 0.3
Gemmatimonadetes 0.3
Armatimonadia 0.2
Verrucomicrobiae 0.2
Chthonomonadetes 0.2
Fimbriimonadia 0.1

Tabla 5. Abundancia relativa de bacterias en la piel de las salamandras a nivel de clase.



descubrir. Las muestras con los valores mas bajos de Chaol pertenecieron a las especies
colectadas en el Edo. de Mexico (P. leprosa, P. altamontana y P. robertsi), siendo esta ultima en
donde se observaron los niveles mas bajos de Chaol.

Se usaron curvas de rarefaccion alfa, a 7,500 secuencias por muestra, del indice de diversidad
filogenética de Faith (phylogenetic diversity, o PD por sus siglas en inglés), para estimar el total
del largo de las ramas del arbol filogenético que une a todas las especies en una muestra. Esto
nos sirve para calcular la riqueza de especies bacterias presentes en la piel de las distintas
especies de salamandras muestreadas (Figura 8). Primero, se puede observar que las curvas de
rarefaccion no alcanzan la asintota a un nivel de 7,500 secuencias por muestra, ya que siguen
creciendo aunque muy lentamente, indicando que se muestred gran parte la diversidad bacteriana
de la piel de las salamandras. Segundo, los valores de PD indican que existe una variabilidad en
la diversidad filogenética de especies bacterianas de las diferentes especies de salamandras. Las
muestras de microbioma provenientes de las especies de salamandras de Puebla y Veracruz
(clado Veracruz) mostraron un valor mayor de PD. Inclusive, las P. leprosas de Veracruz,
mostraron valores més altos de PD que las P. leprosas muestreadas en el Edo. de México (Figura
8). La especie P. gadovii obtuvo el valor mas alto de PD, mientras que el valor mas bajo de PD

se observo en la especie P. robertsi.

Se us6 la métrica UniFrac para calcular las diferencias de las comunidades bacterianas de la piel
de salamandras (diversidad beta). Estas diferencias se visualizaron mediante un escalamiento
multidimensional no métrico (Non-metric Multidimensional Scaling, NMDS por sus siglas en
inglés; Figura 9). Los individuos de la especie P. robertsi tienden a agruparse en la misma parte
del gréfico (centro del grafico), indicando que poseen un ensamblaje bacteriano similar. Este
mismo patrén se observa con los individuos de la especie P. leprosa, sin embargo se forman dos
grupos: en la parte superior derecha del grafico se agrupan los individuos de P. leprosa
muestreados en Veracruz (puntos en rojo), mientras que en la parte central se agrupan las P.
leprosas del Edo. de México. Los individuos de la especie P. gadovii se esparcen por todo el
grafico, indicando que la composicion bacteriana de la piel de estos individuos es la mas variada.
En general la mayoria de los individuos del clado Edo. de México se agrupan en la parte central

inferior del grafico, mientras que los individuos del clado Veracruz en la parte superior.
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Figura 5. Abundancia relativa taxondmica de las bacterias asociadas a la piel de salamandras a nivel de
clase. Cada columna representa la composicion bacteriana de un individuo diferente. Los individuos se
ordenaron por especie y clado al que pertenecen. Las especies pertenecientes al clado Veracruz se
identifican por el corchete verde, mientras que las especies del clado Edo. México por el corchete rojo.
Cada clase de bacteria se representa con un color. En la parte derecha de la figura se indica el color de las
ocho clases de bacterias méas abundantes, incluyendo el color representando las bacterias sin clasificar.
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A. cephalica
P. longicauda

P. robertsi

P. altamontana

P. gadovii

P. melanomolga

P. leprosa

P. leprosa

Figura 6. Abundancia relativa taxondémica de las bacterias asociadas a la piel de salamandras
a nivel de familia. Cada columna representa la composicion bacteriana de un individuo

diferente. Los individuos se ordenaron por especie y clado al que pertenecen. Las especies
pertenecientes al clado Veracruz se identifican por el corchete verde, mientras que las

especies del clado Edo. México por el corchete rojo. Cada clase de bacteria se representa con

un color. En la parte derecha de la figura se indica el color de las nueve familias de bacterias

mas abundantes.
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Figura 7. Curvas de rarefaccién del estimador Chaol a una profundidad de 7,500 secuencias por muestra.
Los individuos se agruparon por especie. P. leprosa A indica los individuos muestreados en Puebla y
Veracruz (clado Veracruz), mientras que P. leprosa B indica los individuos muestreados en el Estado de
México (clado Edo. de México).
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Figura 8. Curvas de rarefaccion de la diversidad filogenética de Faith a una profundidad de 7,500
secuencias por muestra. Los individuos se agruparon por especie. P. leprosa A indica los individuos

muestreados en Puebla y Veracruz (clado Veracruz), mientras que P. leprosa B indica los individuos
muestreados en el Estado de México (clado Edo. de México).
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Figura 9. Escalamiento multidimensional no métrico (Non-metric Multidimensional Scaling, NMDS por
sus siglas en ingles) de la distancia UniFrac unweighted de las comunidades bacterianas de la piel de
salamandras. Cada punto en la figura representa un individuo diferente. El color del punto indica la
especie del individuo (P. altamontana = negro, P. longicauda = gris, P. robertsi = verde, P. melanomolga
= azul, P. gadovii = cyan, P. leprosa Edo. de México = morado y P. leprosa Veracruz = rojo). La figura
del punto indica la localidad de donde fue muestreado cada individuo (parte inferior derecha de la figura).
Los simbolos mas cercanos representan muestras con ensamblajes bacterianas mas similares. Estrés a 4D
=0.10.

5.4 Pruebas de Mantel parcial

Se realizaron pruebas de Mantel y Mantel parcial para distinguir los efectos que los factores
climatoldgicos, geograficos (distancia entre localidades) y filogenéticos (distancia genética)
tienen sobre la composicion del microbioma de la piel de las salamandras. En la Tabla 6 se
muestran las correlaciones obtenidas entre las diferentes matrices. No se observé una correlacion
significativa al comparar la matriz de distancia de la diversidad beta ponderada (micrW) contra
las matrices de distancia filogenética (cytb), climatoldgica (clim) y geografica (geo). Sin
embargo al comparar la matriz de distancia de la diversidad beta no ponderada (micrU) contra
cytb, se observé una correlacion significativa del r=0.14. Esta correlacion se mantiene igual si se
toma en cuenta el efecto de clim, pero disminuye a r=0.098 si se toma en cuenta el efecto de geo.
La correlacién mas elevada fue de r=0.242 y se observo al comparar micrU contra geo, esta
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Matrices comparadas Mantel r Valor p
micrW ~ cytb -0.026 0.677
micrW ~ clim 0.019 0.371
micrW ~ geo 0.029 0.193
micrU ~ cytb 0.140 0.002
micrU ~ cytb + clim 0.140 0.008
micrU ~ cytb + geo 0.098 0.025
micrU ~ clim 0.004 0.445
micrU ~ geo 0.242 0.001
micrU ~ geo + clim 0.232 0.001
micrU ~ geo + cytb 0.210 0.001

Tabla 6. Pruebas de Mantel parcial entre las cinco matrices de distancia (md) realizadas en este trabajo.
clim = md climatologica, cytb = md genética, geo = md geogréfica, micrWW = md de la diversidad beta

ponderada (weighted) y micrU = md de la diversidad beta no ponderada (unweighted).

correlacion se mantiene muy similar si se toma en cuenta el efecto de clim y cytb, r=0.232 y

r=0.210 respectivamente.

34




6. DISCUSION

Todos los animales son hospedadores de microorganismos simbi6ticos; como resultado de estas
asociaciones ancestrales, los animales dependen de los microorganismos para desarrollar en ellos
muchas de los funciones criticas para la vida, como es la digestion y la resistencia a
enfermedades (Wenzel et al., 2002; Rosenberg et al., 2007). Distintos estudios revelan como el
microbioma intestinal ha coevolucionado junto con los animales, lo que complementa su biologia
en formas que son benéficas tanto para los microorganismos como para su hospedero animal
(Béckhed et al., 2005; Muegge et al., 2011). Asi entonces, es posible que la piel de los anfibios
también haya evolucionado junto con los microorganismos que hospeda, por lo que se esperaria
que las distintas especies de salamandras muestreadas en este estudio tuvieran una composicién

del microbioma ligeramente diferente entre si.

En este estudio encontré que las comunidades bacterianas de la piel de las salamandras tienden a
agruparse primeramente por la localidad donde fueron muestreados los individuos y después por
su historia filogenética, como se observa en la ordenacion de NMDS (Figura 9). Este resultado
coincide con lo obtenido en las pruebas de Mantel parcial en donde se observa una correlacion
significativa del r=0.24 al comparar la diferencia en la composicién del microbioma no
ponderada (diversidad beta unweighted) contra la distancia geografica de las localidades
muestreadas y solo una correlacion del r=0.14 al comparar la diferencia en la composicion del
microbioma contra la historia filogenética (Tabla 6). Esto indica que la localidad donde fue
muestreado el individuo tiene un efecto sobre la composicion del microbioma de la piel, pero que
no podemos descartar el efecto que tiene la historia filogenética del individuo sobre la
composicion del microbioma. Este efecto en la composicion del microbioma causado por la
localidad donde fue muestreado el individuo, no se debe a las caracteristicas macroclimaticas de
la localidad, ya que las variables climaticas (a una escala de ~1km?) no explican mucha de la
diferencia entre los microbiomas (r=0.004 Tabla 6). Por lo que las diferencias en la composicion
del microbioma podrian deberse a caracteristicas particulares de la localidad, las cuales no se
tomaron en consideracion en este estudio. Estas caracteristicas pueden ser la vegetacion tipica de
la localidad, el microclima, el tipo de suelo e inclusive el lugar en donde se encontraba la
salamandra antes de ser colectada; ya sea debajo de troncos y su corteza o debajo de piedras. Un

ejemplo de esto se observa en el trabajo realizado por Fitzpatrick y Allison (2014) en el cual

35



evaluaron la especificidad de bacterias asociadas a la piel de la salamandra terrestre Plethodon
jordani, en comparacion con las bacterias encontradas en las superficies de sus entornos
inmediatos (troncos y piedras), de donde se colecto la salamandra. Ellos encontraron que a pesar
que la composicion del microbioma de la piel de las salamandras era significativamente diferente
a las bacterias del entorno inmediato, la abundancia relativa se correlacionaba fuertemente. Por lo
tanto, aunque las comunidades bacterias de la piel de salamandra son estadisticamente diferentes
de aquellas en superficies inanimadas (troncos y piedras), no son totalmente distintas (Fitzpatrick
& Allison, 2014).

En otros estudios realizados en anfibios (McKenzie et al., 2012; Walke et al., 2014), se observan
patrones distintos en comparacion a nuestro estudio. En los trabajo de McKenzie et al. y Walke
et al. previamente mencionados, las comunidades bacterianas de la piel de los distintos anfibios
se agrupan segun la especie del individuo, seguido por un efecto de la localidad de donde fueron
muestreados. Aqui, se observa un efecto filogenético mas fuerte que en nuestro estudio en lo que
se refiere a la composicién del microbioma de la piel de los anfibios. Esto se debe a que las
especies de anfibios que ellos usan en sus estudios son filogenéticamente menos relacionadas que
las especies de salamandras utilizadas en nuestro estudio. Ellos comparan la composicion del
microbioma de la piel entre ranas y salamandras, y entre ranas de diferentes familias, mientras
que en nuestro estudio la comparacion se hace entre especies hermanas de salamandras de un solo
género (Figura 1). Asi entonces, al usar especies menos relacionadas entre si (y

morfolégicamente mas diferentes), esto provocaria que la sefial filogenética fuera mas fuerte.

Para determinar los factores que influencian la composicion del microbioma en la piel de las
salamandras, se realizaron matrices de distancia de cuatro diferentes factores: climatolégicos,
geogréficos, filogenéticos y la diversidad beta del microbioma y se llevaron a cabo pruebas de
Mantel parcial para ver la correlacién entre cada una de estas matrices mientras se controla el
efecto de una tercer variable. No se observo una correlacion significativa al comparar la matriz de
distancia de la diversidad beta weighted contra las matrices de distancia filogenética,
climatoldgica y geogréfica. Sin embargo al comparar la matriz de distancia de la diversidad beta
unweighted contra la matriz de distancia filogenética, se observé una correlacién débil, pero
significativa del r=0.14, esta correlacion disminuye a un r=0.098, pero sigue siendo significativa

cuando se toma en cuenta el efecto de la distancia geografica entre las localidades. Ya que solo se
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observé una correlaciéon al comparar la diversidad beta unweigthed y no con la weighted, esto
indica que las diferencias en la composicion del microbioma en la piel de las salamandras de este
estudio estan dadas por la presencia de especies raras y no por la abundancia de los individuos de
estas especies bacterianas diferentes. Como se mencioné anteriormente, el efecto filogenético en
cuanto a la composicién del microbioma en mi estudio es relativamente débil, esto es debido a la
poca profundidad en la escala filogenética de nuestro estudio. Nuevamente se realizd una
correlacion entre la matriz de diversidad beta unweighted contra la matriz de distancia
filogenética y tomando en cuenta el efecto del espacio geografico entre las localidades, pero
retirando del set de datos a los individuos de P. leprosa, la cual es la especie méas alejada
filogenéticamente de nuestro estudio (Figura 1). Se realizo esto con el fin de reducir ain mas la
profundidad de la escala filogenética de nuestro estudio. Se observo que la correlacion fue mucho
menor, solo del r=0.042, la cual no era significativa. Asi entonces al disminuir ain méas la
profundidad de la escala filogenética, la sefial que tiene la filogenia sobre la composicion del
microbioma disminuye. Estos resultados indican el nivel filogenético minimo al cual podemos
observar cambios en la composicion del microbioma debido a la historia filogenética de los
individuos hospedadores, al menos en estas especies de anfibios. Estos resultados son de suma
importancia ya que nos pueden servir para disefiar futuros estudios en donde se tome en cuenta el

efecto filogenético sobre la composicion del microbioma.

Estas diferencias en la composicion del microbioma explicadas por la historia filogenética entre
las distintas especies de este estudio, pueden ser causadas por aspectos tanto fisicos como
aspectos del comportamiento particulares de cada especie de salamandra. Uno de los aspectos
fisicos que pueden estar determinando la composicion del microbioma son los péptidos de la piel
exudados por la salamandra. Es sabido que los anfibios son capaces de exudar péptidos
antimicrobianos, los cuales pueden inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos, mientras
que favorecen el crecimiento de otros. Ademas, estos péptidos antimicrobianos son diferentes
segun la especie del anfibio (Simmaco et al., 1998; Rinaldi, 2002), por lo que las especies de
salamandras muestreadas en este estudio podrian estar generando sus propios péptidos
caracteristicos de cada especie, lo cual modificaria la composicion del microbioma de su piel.
Otro factor que tiene una influencia en la composicién del microbioma del hospedero es el
contacto frecuente con indculos potenciales del ambiente, como se observé en un estudio

realizado por Fierre et al. (2008). En este estudio determinaron la composicion del microbioma
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de la palma de las manos de 51 personas adultas. Observaron que la composicién bacteriana de la
mano dominante (aquella usada con mas frecuencia) y no dominante del mismo individuo fue
significativamente diferente. Asi entonces, las especies de salamandras que tengan mas actividad
en la superficie y por ende que su piel este en mayor contacto con indculos potenciales del
ambiente (hojarasca, rocas, troncos, etc), pueden tener una composicion del microbioma diferente

a aquellas especies con poca actividad en la superficie.

Si queremos elucidar con una mayor certidumbre si estos factores fisicos y de comportamiento
tienen una influencia significativa en la composicion del microbioma, son necesarios otros
estudios referentes a estos temas, como es la caracterizacion de los péptidos de la piel de estas
especies de salamandras para asi conocer su efecto en la composicion del microbioma. Asi
mismo, también se requeririan estudios acerca del comportamiento de las distintas especies de
este estudio y de las comunidades bacterianas del ambiente. Es importante conocer acerca de las
bacterias del ambiente para poder inferir el como es que estas bacterias estan modificando la
composicion bacteriana de la piel de las salamandras. En mi estudio observamos que los
individuos de la especie P. leprosa, la cual es de amplia distribucidn, tuvieron una composicion
del microbioma distinta segin si provenian del Estado de México o de Puebla-Veracruz.
Inclusive las especies microendémicas mostraron diferencias en cuanto a la diversidad de
bacterias en su piel, siendo los individuos colectados en los estados de Veracruz y Puebla

aquellos que tendieron a tener mas riqueza de especies bacterianas en su piel (figura 8).

A la fecha no se han reportado estudios acerca de la composicion del microbioma de la piel de
salamandras u otro anfibio en México. Sin embargo, las comunidades bacterianas detectadas en
este estudio concuerdan con aquellas encontradas en estudios realizados con anfibios de América
del Norte (McKenzie et al., 2012; Walke et al., 2014), Centroamérica (Belden et al., 2015) y Asia
(Sabino-Pinto et al., 2016). Las bacterias que predominaron en la piel de las salamandras

muestreadas en este estudio, fueron las Proteobacterias, Actinobacteria y Chlamydiae.

Es comun encontrar Chlamydiae asociada a la piel de los anfibios de poblaciones silvestres como
en cautiverio (Wilcke et al., 1983; Blumer et al., 2007; Fitzpatrick & Allison 2014), pero en la
mayoria de los casos es en cantidades relativas bajas. En el presente estudio se detect6 una gran

composicion de Chlamydia (de 68 a 96%) en la piel de cuatro individuos. Estos individuos se
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colectaron en diferentes localidades, donde los demés individuos no tenian niveles tan altos de
Chlamydia. Por eso, creemos que esta gran cantidad de Chlamydia es debido al hospedador en si
y no al hecho que existiera un brote de Chlamydia en las localidades donde se colecté el
individuo. La cantidad relativa de Chlamydia entre todas las muestras fue del 12.2%, pero este
valor esta sesgado debido a los cuatro individuos que poseen una gran cantidad de Chlamydia en
su piel. Al eliminar del set de datos estos cuatro individuos, la cantidad relativa de Chlamydia

disminuye a un 7.0%.

Existen ciertas especies del genero Chlamydophila, especificamente C. psittaci y C. pneumoniae,
que causan la enfermedad clamydiosis, la cual puede llegar a ser mortal (Martel et al., 2012).
Mediante los andlisis de QIIME realizados en este estudio, no es posible identificar la especie de
la bacteria, sin embargo ninguno de los individuos con Chlamydia en su piel, incluyendo a los
cuatro individuos con grandes cantidades de Chlamydia, mostraron sintomas de la enfermada
clamydiosis, los cuales son: anorexia, letargia, edema y una marcha notablemente alterada
(Martel et al., 2012). Por supuesto, aunque no presenten esta enfermedad, es posible que los
cuatro individuos con grandes cantidades de Chlamydia sean susceptibles a otras enfermedades
de la piel causadas por microorganismos, como es la quitridiomicosis. La diversidad microbiana
de la piel de estos cuatro individuos es muy baja, por lo que es probable que la diversidad de
metabolitos producidos por estas bacterias, no sean suficientes para combatir enfermedades como

la quitridiomicosis.

La enfermedad quitridiomicosis es causada por el hongo microscépico Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), la cual solo afecta a los anfibios, puede ser mortal y ha diezmado en gran
medida distintas poblaciones de anfibios. Se han reportado géneros de bacterias que son capaces
de inhibir el crecimiento del hongo patégeno Bd en vitro, como lo son: Jantinobacterium,
Lysobacter, Pseudomonas, Pedobacter, Acitenobacter, Streptomyces, Chitinophaga (Harris et al.,
2006; Loudon et al., 2014; Park et al., 2014). Ya que se detectaron todos estos géneros de
bacterias en la piel de las salamandras muestreadas en este estudio, hipotetizamos que las
distintas poblaciones muestreadas podrian tener la posibilidad de resistir la infeccion de
quitridiomicosis ante un posible brote del hongo patégeno Bd. Sin embargo, hay que tomar en

consideracién que hasta ahora solo se han hecho estudios en vivo con los géneros de bacteria
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Jantinobacterium y Lysobacter, por lo que ain no se ha comprobado que los demas géneros de

bacterias encontrados en este estudio sean capaces de inhibir el crecimiento del Bd en vivo.

Estas bacterias antifingicas se encontraron en todas las localidades y especies de salamandras
muestreadas, a excepcion de Chitinophaga y Lysobacter las cuales fueron las menos comunes,
con solo un 0.01% de abundancia relativa. EI género Acitenobacter se encontrd en todos los 47
individuos muestreados en este estudio, pero en una abundancia relativa pequefia, solo del 1.9%,
este porcentaje corresponde a la abundancia promedio de los 47 individuos muestreados.
Mientras que el género Pseudomonas, se encontré en 44 individuos, pero en una abundancia
relativa alta, del 7.6%, siendo el tercer genero mas abundante de bacterias. La abundancia de
estas bacterias antifingicas, no esta ligada a la especie o localidad donde fue colectada la
salamandra. Uno de los factores al cual podria estar ligada la abundancia de estas bacterias
antifangicas es el grado de infeccion por el hongo Bd, como se demuestra en el trabajo de Muletz
et al., 2012. En este estudio realizaron bioaumentacion con la bacteria antifingica
Jantinobacterium lividum con el fin de saber si esta bacteria podria inhibir el crecimiento de Bd
en la especie de salamandra Plethodon cinereus. Ellos observaron que los individuos infectados
con Bd, tenian mayor cantidad de la bacteria antifingica Jantinobacterium lividum que aquellas

salamandras las cuales no estaban infectadas por Bd.

Como se menciond anteriormente, el hecho de que las salamandras de nuestro estudio tengan
ciertos géneros de bacterias capaces de inhibir al hongo Bd en vitro, esto no es garantiza que
puedan inhibir su crecimiento en vivo. Por lo que se requeriria aislar estos géneros de bacterias
antifingicos y realizar estudios de bioaumentacion con estas bacterias y las especies de
salamandras muestreadas en este estudio, asi como comprobar que estos generos pueden producir
metabolitos en contra del Bd, los cuales se saben que son de suma importancia en la proteccion
de los hospedadores en contra de esta patogeno fungico (Brucker et al., 2008a, b). Otro punto a
tomar en consideracion es que la composicion bacteriana de la piel de los anfibios, no es el Gnico
factor involucrado en la resistencia a la infeccion del Bd. Los péptidos de la piel exudado por el
anfibio, sus costumbres, y la respuesta del sistema inmune del anfibio, como es la produccion de
antigenos en la piel, los cuales se transportan al bazo en donde ocurre una respuesta inmune que
involucra a las células T y B (Robert & Ohta, 2009), son otros factores que contribuyen a la

resistencia de la enfermedad quitridiomicosis. Por lo que mas estudios referentes a este tema son
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necesarios para asegurar que las poblaciones de salamandras muestreadas en este estudio son
capaces de sobrevivir a una infeccion de Bd. Aunque no es de nuestro conocimiento si es que las
salamandras de nuestro estudio tienen algun grado de infeccion de Bd, se tomo un frotis de la piel
de la salamandra para realizar futuras pruebas de infeccion por Bd. El frotis se tomé de la parte
ventral de la salamandra, ya que es la parte del cuerpo del anfibio en donde se observan con
mayor grado la infeccion de Bd (Boyle et al., 2004). Es de importancia el considerar el estado de
infeccién por Bd ya que al ser un hongo que se aloja en la piel del anfibio, la presencia de este
patdgeno podria estar afectando la composicién del microbioma de la piel de las salamandras.

En resumen en este estudio se detectaron bacterias, las cuales se han reportado que son capaces
de inhibir el crecimiento del Bd en salamandras de los estados de Mexico, Puebla y Veracruz.
Por supuesto la sola informacidn de la presencia de estas bacterias reportadas como antifingicas,
no es suficiente para asegurar que las poblaciones de salamandras de este estudio sean capaces de
sobrevivir a un brote del hongo patégeno Bd. Esta informacion marca una pauta para posibles
trabajos de bioaumentacion con estos géneros antifingicos de bacterias, para asi intentar mitigar
el efecto negativo que podria tener el Bd en las poblaciones de salamandras en México. Ademas,
podemos decir que el hecho de que ciertos individuos estén totalmente poblados por algin
genero de bacteria, el cual puede ser patdogeno como es la Chlamydia, no significa que el
individuo este enfermo, ya que nunca observamos sintomas aparentes de clamidiosis en ninguna

de las salamandras con grandes cantidades de Chlamydia en su piel.

Por altimo, observamos que la historia filogenética tiene un efecto sobre la composicion
microbiana de la piel de las salamandras, pero que el factor que tuvo una mayor influencia sobre
la composicion del microbioma fue la distancia geografica de los puntos de muestreo. Estos
resultados fueron contrarios a lo que habiamos hipotetizado, pero esto se debe a que la escala
filogenética que usamos en nuestro estudio es muy poca profunda, por lo que el efecto
filogenético sobre la composicion del microbioma es pequefio. Ya que ahora es de nuestro
conocimiento la escala filogenética minima a la cual se pueden encontrar diferencias en la
composicion del microbioma entre individuos de distintas especies, al menos en nuestro modelo
de estudio, estos resultados son de importancia para disefiar futuros proyectos de microbioma los

cuales tomen en consideracién el aspecto filogenético.
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. CONCLUSIONES

La historia filogenética del hospedador afecta la composicion del microbioma, incluso

después de tomar en cuenta la distancia geografica entre los sitios de colecta.

Las diferencias en la composicion del microbioma son pequefias pero la escala

filogenética de este estudio es muy poco profunda.

Las diferencias encontradas en la composicién del microbioma se debieron a la presencia

de especies bacterianas raras.

Se necesitan mas estudios para conocer el motivo y los efectos de la dominancia de la

bacteria Chlamydia en el microbioma de la piel de algunos individuos.
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9. ANEXOS

Extraccion de ADN

1. Al tubo PowerBead (provisto), afiadir 0.25 gramos de muestra de suelo.

2. Realizar un vortex suave para mezclar.

3. Checar solucion C1 antes de su uso. Si la solucion C1 esta precipitada, calentar la solucién a
60 °C hasta disolver.

4. Afiadir 60 pl de solucion C1 e invertir varias veces o realizar vortex brevemente.

5. Asegurar los tubos PowerBead horizontalmente usando el adaptador para vortex MO BIO
Adapter tuve holder (MO BIO Catalog # 13000-VV1-24) o asegurar los tubos horizontalmente a
una almohadilla de vortex plana con cinta. Realizar vortex a maxima velocidad por 10 minutos.
Nota: si esta usando el adaptador para vortex de 24 lugares para mas de 12 muestras, incrementar
el tiempo de vortex 5 — 10 minutos.

6. Asegurarse de que los tubos PowerBead roten libremente en la centrifuga sin friccion.
Centrifugar los tubos a 10,000 x g por 30 segundos a temperatura ambiente. PRECAUCION:
Asegurarse de no exceder los 10,000 g o los tubos podrian romperse.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de colecta de 2 ml (provisto). Nota: Esperé un
volumen de sobrenadante de 400 a 500 pl. El sobrenadante ain puede contener algunas particulas
de suelo.

8. Anadir 250 pl de solucion C2 y realizar vortex por 5 segundos. Incubar a 4 °C por 5 minutos.
9. Centrifugar los tubos a temperatura ambiente por 1 minuto a 10,000 x g.

10. Evitando el sedimento transferir hasta, pero no mas, de 600 pl de sobrenadante a un tubo
limpio de colecta de 2 ml (provisto).

11. Afadir 200 ul de solucion C3 y realizar vortex breve. Incubar a 4°C por 5 minutos.

12. Centrifugar los tubos a temperatura ambiente por 1 minuto a 10,000 x g.

13. Evitando el sedimento, transferir hasta, pero no mas, de 750 ul de sobrenadante a un tubo
limpio de colecta de 2 ml (provisto).

14. Agitar para mezclar la solucion C4 antes de usar. Afadir 1200 pl de solucion C4 al

sobrenadante y realizar vortex por 5 segundos.
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15. Cargar aproximadamente 675 pl a un filtro giratorio (provisto) y centrifugar a 10,000 x g por
1 minuto a temperatura ambiente. Desechar el filtrado y afadir nuevamente 675 pl de
sobrenadante al filtro giratorio y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.
Cargar el sobrenadante restante al filtro giratorio y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto a
temperatura ambiente. Nota: Un total de tres cargas por cada muestra procesada es necesario.

16. Afadir 500 pl de solucion C5 y centrifugar a temperatura ambiente por 30 segundos a 10,000
Xg.

17. Descartar el filtrado.

18. Centrifugar nuevamente a temperatura ambiente por 1 minuto a 10,000 g x g.

19. Cuidadosamente poner los filtros giratorios en un tubo limpio de colecta de 2 ml (provisto).
Evitar cualquier salpicadura de la solucion C5 en el filtro giratorio.

20. Afiadir 100 pl de solucion C6 al centro de la membrana blanca del filtro. Alternativamente,
Agua estéril libre de ADN grado PCR puede usarse pala la elucion en este paso.

21. Centrifugar a temperatura ambiente por 30 segundos a 10,000x g.

22. Descartar el filtro giratorio. EI ADN en el tubo ahora esta listo para cualquier aplicacion

posterior. No méas pasos son requeridos.

Preparacion de librerias
Limpieza de amplicones con perlas SPRI

1. Realizar PCRs por triplicado y hacer un pool de 25 ul por muestra (total 75 pl).

2. Preparar una solucion fresca de etanol al 80 % en un tubo Falcon de 50 ml.

3. Resuspender la solucion de perlas SPRI en un tubo Falcdn. Alicuotar el volumen requerido de
la solucién de perlas SPRI en un tubo Falcon y dejar reposar a temperatura ambiente por 30
minutos.

4. Alicuotar un volumen de 1.2 x de solucion de perlas SPRI (solucion de perlas a la proporcion
del volumen de muestra) por cada muestra.

5. Realizar vortex a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar los tubos
brevemente (2 segundos). Dejar reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Precipitar las perlas en un rack magnético por 3 minutos (o hasta que la solucion se torne

transparente).
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7. Aspirar el sobrenadante (solucion transparente) del tubo y descartarlo. Tratar de no tocar las
perlas magnéticas.

8. Anadir 200 pl de etanol al 80%. Incubar por 30 segundos.

9. Descartar el sobrenadante.

10. Afiadir 200 pl de etanol al 80%. Incubar por 30 segundos.

11. Descartar el sobrenadante. Remover las trazas de etanol con puntas de micropipeta.

12. Secar al aire por 10 minutos.

13. Remover los tubos del rack magnético y afiadir 31 pl de Triss-HCI 10 mm pH 8.

14. Realizar vortex por 1 minuto a 2000 rpm. Centrifugar los tubos brevemente (2 segundos) y
dejar incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

15. Colocar los tubos en el rack magnético por 1 minuto o hasta que se precipiten totalmente las
perlas magnéticas.

16. Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 ml y almacenar a -20 °C.

Pool amplicon into libraries

1. Cuantificar cada muestra mediante Qubit con ayuda de Qubit dsSDNA High Sensitivity Assay
PONER DATOS DEL KIT.

2. Formar las librerias a partir de las muestras ya purificadas en una concentracion equimolar y de
tal manera que cada libreria contenga muestras con un barcode Unico.

3. De ser necesario repetir la limpieza con perlas SPRI para estandarizar el volumen de cada
libreria a 30 pul en Tris-HCI 10 mM, ph 8.

End repair

1. Etiquetar tubos de 0.6 ml para la mezcla maestra.
2. Agitar todos los reactivos antes de su uso.
3. Por cada libreria a preparar, en un tubo etiquetado de 0.6 ml, mezclar los siguientes

componentes:
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Reactivo Volumen
Templado de ADN 30 ul
10X End repair reaction buffer 10 pl
End repair enzyme mix S5ul
Agua libre de nucleasas 55 ul
Volumen total 100 pl

4. Agitar brevemente la mezcla maestra.
5. Alicuotar 15 pl de mezcla maestra en cada libreria.
6. Agitar brevemente cada libreria.

7. Incubar en una centrifuga fria por 30 minutos a 20 °C.

Limpieza con perlas SPRI

1. Afiadir 300 pl (3x) de solucidn de perlas SPRI a temperatura ambiente.

2. Realizar vortex a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar por 2
segundos y dejar reposar por otros 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Colocar las librerias en el rack magnético por 3 minutos o hasta que las perlas se precipiten.
Mientras tanto dejar que el buffer de de reaccion A-tal se descongele en hielo.

4. Descartar el sobrenadante.

5. Anadir 400 ul de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

6. Descartar el sobrenadante.

7. Anadir 400 pl de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

8. Descartar el sobrenadante.

9. Dejar secar al aire por 10 minutos. Mientras tanto dejar temperar la solucion de PEG/NaCl a
temperatura ambiente.

10. Afadir 42 pl de Triss.HCI 10 mM a pH 8.

11. Realizar vortex por 1 minuto a 2000 rpm. Incubar por otros 2 minutos a temperatura

ambiente.

54




dA-Tail

1. Etiquetar tubos de 0.6 ml para la mezcla maestra.
2. Agitar todos los reactivos antes de su uso.

3. Por cada libreria a preparar, en un tubo etiquetado de 0.6 ml, mezclar los siguientes

componentes:

Reactivo Volumen
ADN de terminacion reparada 42 ul
Buffer de reaccion NEBNext dA-Tailing (10X) | 5 pl
Fragmento Klenow (3’ - 5’ ex0) 3ul
Volumen total 50 pl

4. Agitar brevemente la mezcla maestra.

5. Anadir 8 pul de mezcla maestra a cada libreria.

6. Agitar brevemente cada libreria.

7. Incubar por 30 minutos a 37 °C.

Limpieza con perlas SPRI

1. Afadir 110 pl (2.2x) de solucion PEG/NaCl a cada libreria.

2. Realizar vortex a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar por 2
segundos y dejar reposar por otros 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Colocar las librerias en el rack magnetico por 3 minutos o hasta que las perlas se precipiten.
Mientras tanto dejar que el buffer de ligasa T4 DNA, el PEG-4000 y la mezcla adaptador de oligo
se descongelen en hielo.

4. Descartar el sobrenadante.

5. Anadir 400 pl de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

6. Descartar el sobrenadante.

7. Anadir 400 pl de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

8. Descartar el sobrenadante.

9. Dejar secar al aire por 10 minutos.

10. Afadir 29.3 pl de Triss.HCI 10 mM a pH 8.

55




11. Realizar vortex por 1 minuto a 2000 rpm. Incubar por otros 2 minutos a temperatura

ambiente.

Ligacion del adaptador

1. Etiquetar tubos de 0.6 ml para la mezcla maestra.

2. Este procedimiento usa una tasa de 10:1 molar de adaptador por inserto de ADN.

3. Preparar la siguiente mezcla de reaccion en hielo siguiendo este orden. Si se presenta un

precipitado blanco en el buffer de ligasa T4 DNA después de descongelar, calentar el buffer a 37

°C vy realizar vortex hasta disolver el precipitado. Ya que el PEG es altamente viscoso, realizar

vortex a la mezcla maestra antes de afiadir la ligasa T4 DNA y mezclar gentilmente después de

eso.

Reactivo Volumen | Concentracion final

Muestra de ADN 29,3 ul

Buffer ligasa T4 DNA, 10X 4 ul 1X

PEG-4000, 50% 4 ul 5%

Mezcla adaptador de oligo, 15 uM [x ul] 10:1 molar de adaptador por inserto de
ADN

ADN ligasa, 5U/ ul 1l 0.125 U/ pl

Agua libre de nucleasas [x pl]

Volumen total 40 pl

4. Agitar brevemente la mezcla maestra.

5. Afadir 9 ul de mezcla maestra a cada libreria.

6. Agitar brevemente cada libreria.

7. Incubar por 30 minutos a 22 °C en una centrifuga fria.

Limpieza con perlas Sera-Mag

1. Afadir 10 pl de Triss-HCI 10 mM a pH 8 a cada libreria.
2. Afadir 45 pl (0.9) de solucion PEG/NaCl a cada libreria.
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3. Realizar vortex a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar por 2
segundos y dejar reposar por otros 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Colocar las librerias en el rack magnético por 3 minutos o hasta que las perlas se precipiten.
Mientras tanto dejar que el buffer de ligasa T4 DNA, el PEG-4000 y la mezcla adaptador de oligo
se descongelen en hielo.

5. Descartar el sobrenadante.

6. Anadir 400 pl de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

7. Descartar el sobrenadante.

8. Anadir 400 pul de etanol fresco al 80%. Incubar por 30 segundos.

9. Descartar el sobrenadante.

10. Dejar secar al aire por 10 minutos.

11. Afadir 30 pl de Triss HCI 10 mM a pH 8.

12. Realizar vortex por 1 minuto a 2000 rpm. Incubar por otros 2 minutos a temperatura
ambiente.

13. Colocar las librerias en el rack magnético por 4 minutos o hasta que las perlas se precipiten.
14. Transferir 29 pl de cada libreria a un tubo nuevo de 0.6 ml previamente etiquetado.
Almacenar a -20 °C.

Solucion de perlas SPRI (Sera-mag)

1. Usar puntas con filtro estériles. Solucion de perlas Sera-Mag:

Reactivo Masa  Volumen
PEG-8000 (SIGMA 89510-250G) 9¢g 8.30 ml

5 M NacCl - 10 mi

1 M Tris-HCI, pH 8.0 - 500 pl
0.5 M EDTA, pH 8.0 - 100 pl
H20 Milli-Q esteril 30.1 ml
Tween-20 (100 %) 27.5 pul
Perlas lavadas Sera-Mag (ThermoScientific, 24152105050250) 1ml
Total 50 ml

S7



2. Anadir 9 g de PEG-8000 a un tuvo Falcon de 50 ml.

3. Al polvo afiadir NaCl, Tris-HCI, EDTA y el agua Milli-Q .

4. Agitar el tubo Falcon hasta disolverl el PEG.

5. Anadir Tween-20 y mezclar apropiadamente.

6. Agitar la suspension de perlas SeraMag hasta que no existan sedimentos visibles.

7. Transferir 1 ml de la suspension de perlas a un tubo Eppendorf de 2 ml, precipitar las perlas en
un rack magnético (MARCA DE RACK MAGNETICO) por 3 minutos o hasta que la suspension
se torne transparente. Remover el buffer de almacenamiento y lavar las perlas dos veces con 1 ml
de Triss-EDTA (remover el tubo del rack magnético y realizar vortex). Resuspender las perlas en
1 ml de Triss-EDTA.

8. Afadir la suspension de perlas lavadas a un tubo Falcon y mezclar inmediatamente. Envolver

completamente el tubo en papel aluminio y almacenar a 4 °C.

Solucién de PEG/NaCl

1. Usar puntas con filtro estériles. Solucion de perlas Sera-Mag:

Reactivo Masa  Volumen
PEG-8000 (SIGMA 89510-250G) 45¢g 4.15 ml

5 M NaCl - 5ml

1 M Tris-HCI, pH 8.0 - 250 pl
0.5 M EDTA, pH 8.0 - 50 pl
H20 Milli-Q esteril 15.05 ml
Tween-20 (100 %o) 13.75 pl
Perlas lavadas Sera-Mag (ThermoScientific, 24152105050250) 500 pl
Total 25 ml

2. Afadir 4.5 g de PEG-8000 a un tuvo Falcon de 50 ml.

3. Al polvo afadir NaCl, Tris-HCI, EDTA y el agua Milli-Q .

4. Agitar el tubo Falcon hasta disolverl el PEG.

5. Anadir Tween-20 y mezclar apropiadamente.

6. Anadir 500 pl de Triss-EDTA.

7. Mezclar bien. Envolver el tubo Falcén en papel aluminio y almacenar a 4 °C.
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Adaptador TruSeq Secuencia del adaptador (5"~ 3")

IHlumina

ADO1 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACG
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADQ2 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCGATGT
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADO03 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTTAGGC
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADO0O4 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTGACCA
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADO06 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCAAT
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADOQ7 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCAGATC
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADO08 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGA
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

ADQ09 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTAGCTT
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

AD10 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTAGCTT

ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
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Tabla de Muestras de microbioma amplificadas y su concentracion de ADN, cuantificadas con

fluorimetro Qubit® 3.0, después de la purificacion de productos asi como las muestras que

componen cada libreria.

Id. muestra Especie Concentracién de ADN en Libreria
ng/ul
SMR2465 P. longicauda 6.7 1
SMR2493 P. leprosa 8.1 1
SMR2510 P. leprosa 8.9 1
SMR2508 P.leprosa 2.8 1
SMR2511 P. leprosa 13.5 1
SMR2490 P. altamontana 6.9 1
SMR2532 P. melanomolga 21.1 1
SMR2536 P. leprosa 11.2 1
SMR2496 A. cephalica 5.9 2
SMR2543 P. melanomolga 12.1 2
SMR2460 P. longicauda 11.5 2
SMR2467 P. robertsi 5.1 2
SMR2461 P. longicauda 14.3 2
SMR2509 P. leprosa 8.7 2
SMR2533 P. leprosa 18.8 2
SMR2539 P. leprosa 7.5 2
SMR2498 C. orculus 124 3
SMR2513 P. cephalica 8.2 3
SMR2464 P. longicauda 11.1 3
SMR2470 P. robertsi 34 3
SMR2463 P. longicauda 10.6 3
SMR2522 P. leprosa 9.8 3
SMR2536 P. leprosa 11.2 3
SMR2555 P. gadovii 7.2 3
SMR2516 P. cephalica 6.8 4
SMR2466 P. robertsi 13 4
SMR2478 P. robertsi 5.6 4
SMR2473 P. robertsi 4.8 4
SMR2469 P. robertsi 7.8 4
SMR2523 P. leprosa 10 4
SMR2537 P. leprosa 11.9 4
SMR2559 P. leprosa 3.4 4
SMR2518 P. cephalica 3.5 5
SMR2481 P. robertsi 9.6 5
SMR2486 P. altamontana 4.7 5
SMR2483 P. leprosa 4.1 5
SMR2471 P. robertsi 5.5 5
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SMR2528 P. leprosa 14.4 5
SMR2544 P. melanomolga 6 5
SMR2560 P. gadovii 4.7 5
SMR2521 C. orculus 9 6
SMR2499 P. altamontana 10 6
SMR2488 P. altamontana 8.6 6
SMR2485 P. leprosa 11.3 6
SMR2474 P. robertsi 14.8 6
SMR2545 P. melanomolga 12.5 6
SMR2549 P. gadovii 11.1 6
SMR2561 P. leprosa 4.4 6
SMR2515 P. cephalica 7.5 7
SMR2500 P. altamontana 10.2 7
SMR2494 P. altamontana 9.7 7
SMR2489 P. altamontana 6.2 7
SMR2479 P. leprosa 21.8 7
SMR2495 P. cephalica 8.1 7
SMR2550 P. gadovii 134 7
SMR2562 P. leprosa 11.2 7
Ctrl-neg -2.1 8
SMR2507 P. leprosa 19.1 8
SMR2506 P. leprosa 21.6 8
SMR2492 P. altamontana 8.3 8
SMR2484 P.leprosa 13.2 8
SMR2546 P. melanomolga 11.3 8
SMR2557 P. gadovii 12.4 8
SMR2563 P. leprosa 7.5 8
SMR2545 P. melanomolga 12.5 9
SMR2538 P. leprosa 151 9
SMR2543 P. melanomolga 13.9 9
SMR2554 P. gadovii 9 9
SMR2553 P. leprosa 13.5 9
SMR2556 P. gadovii 10.4 9
Ctrl-Perote 0.8 9
SMR2534 P. leprosa 6.6 10
SMR2542 P. melanomolga 7.2 10
SMR2512 P. cephalica 5.9 10
SMR2546 P. melanomolga 11.3 10
SMR2558 P. leprosa 6.7 10
SMR2489 P. altamontana 6.2 10
SMR2554 P. gadovii 9 10
Ctrl-Orizaba 1.1 10
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