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Resumen

Se ha estudiado la expresion y actividad de antimicrobianos en planta con el fin de desarrollar
estrategias para combatir fitopatdégenos como bacterias y hongos; sin embargo, considerando la
importancia de los microorganismos en suelo y en las raices de plantas y la actividad inespecifica
de los antimicrobianos, en el presente trabajo se estudiaron las poblaciones de microorganismos
en la rizésfera de arboles de limén mexicano que expresan Lisozima o Defensina desarrollados con
la finalidad de atacar la bacteria Candidatus liberibacter sp., agente causal del Huanglongbing en

citricos.

El estudio de las poblaciones se llevd a cabo a partir de la secuenciacidon de amplicones del gen 16S
y 18S, de DNA extraido de suelo y raiz de la rizésfera de tres tratamientos (Expresion de Lisozima,

Defensina y Lisozima/Defensina).

En muestras de suelo, la diversidad de bacterias fue muy similar entre tratamientos y el control,
los grupos de mayor dominancia Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria y Actinobacteria, entre
otros, concuerdan con la informacién descrita en diversos estudios de poblaciones en suelo. En
raiz la diversidad es menor, hay una alta dominancia de bacterias de la familia Bacillaceae y el
comportamiento es muy similar entre las muestras. Con el andlisis de distancia se observa que
existe una relacién de similitud entre muestras en funcién del tiempo de muestreo lo que es

confirmado con el andlisis de varianza el cual descarta que haya alguna influencia del tratamiento.

En hongos, las poblaciones son muy similares durante el tiempo de muestreo “0” y “1”, en los
siguientes periodos parecen tener un comportamiento similar pero los cambios en abundancia son
mas heterogéneos. La clase Sordariomycetes es la mas abundante junto con dos grupos no
clasificados (Otu01 y Otu02); es notable la presencia de hongos del género Fusarium, descrito
como un agente patdgeno, en un rango de abundancia del 20 al 80%. Finalmente el analisis de
varianza sefiala que existe una relacidn entre las muestras y el tiempo de muestreo al igual que en
bacterias, ademas que no se rechaza la hipdtesis nula de que la estructura de poblaciones de

hongos es distinta entre tratamientos.
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Abstract

It has been studied the expression and activity of antimicrobials in plants with the aim to develop
strategies to deal with phytopathogens. Recognizing the importance of soil and root
microorganisms and knowing antimicrobials are non-specific, it is studied in this work the
microbiome in the rhizospehere of Mexican lime tree that express lysozyme or defensin with the
propose to attack Candidatus liberibacter sp., responsible bacteria for developing the

Huanglongbing illness.

The population study was achieved with sequencing of 16S and 18S amplicons, the DNA for this
assay was extracted from soil and root of three different treatments (Lysozyme, Defensin and

Lysozyme/Defensin expression).

In soil samples, the diversity of bacterial communities was closed similar among treatments and
wildtype control. The most dominant groups found are Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria,
Actinobacteria, and others; this structure matches information of several researches about soil.
Diversity indexes are lower in root samples than in soil with a high dominance of bacteria from
Bacillaceae family, besides there is a similar behavior among samples. The clustering of the matrix
distance shows a relation between samples and time, this relationship is confirmed with the

analysis of variance in addition that the influence of the treatment is dismissed.

Along time “0” and “1”, populations of fungi in treatments and wildtype are highly similar in
compare with the next sample times where the samples seems to have a similar behavior even
when the changes in abundance are variable. Sordariomycetes class is the most abundant group
found in soil and roots along with two unclassified groups; it is meaningful the presence of
organisms from Fusarium genera in a range of abundance of 20-80% which are commonly
described with pathogenic activity. Finally, the analysis of variance lets conclude that there is a
relationship between the change in the structure of communities and the sample time besides

that it’s not reject the null hypothesis about that fungi communities among treatments are similar.
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INTRODUCCION

Como parte de la celebracién anual de la fundacién de la FAO conmemorada el 16 de
octubre, se promueve una concientizacion mundial sobre la problematica de hambre en el
mundo recalcando la importancia de la necesidad de alcanzar la seguridad alimentaria. El
tema de este afio “Climate is changing. Food and agricultura must too” hace notar el reto
qgue enfrenta el campo ante las condiciones adversas que el cambio climatico trae consigo
para las poblaciones rurales que son las mas vulnerables y para lograr la seguridad
alimentaria para el 2030. Por lo que la FAO invita a los paises a considerar la agricultura en
sus planes de accidn contra el cambio climatico e invertir mas en el desarrollo del campo

(FAO, 2016).

Frente a estas circunstancias los organismos genéticamente modificados podrian tener
una valiosa participacion dado que la seleccién de caracteristicas que incrementen la
resistencia a factores bidticos (Plagas y enfermedades) y abidticos (Estrés hidrico, suelos

salinos, etc.) disminuiria la pérdida de cultivos.

Los citricos en nuestro pais asi como en muchos otros se encuentran amenazados por el
Huanglongbing una enfermedad causada por la bacteria Candidatus liberibacter sp. que se
aloja en el floema de plantas infectadas lo que dificulta la efectividad de las estrategias de
control, por lo que el equipo de trabajo desarroll6 variedades transgénicas de limén

expresoras de antimicrobinos (Lisozima, Defensina, Lisozima/Defensina) para combatirla.

Aun con el potencial que los organismos genéticamente modificados tienen para combatir
este tipo de situaciones adversas, hay una discusion alrededor de la seguridad en su
empleo que ha limitado su aprovechamiento, por lo que las evaluaciones de inocuidad son
indispensables. En su mayoria las evaluaciones se han centrado en el estudio de la
biodiversidad de los agroecosistemas, y de las comunidades de microorganismos en la
rizésfera debido a las relaciones que establecen con las plantas y a que son indicadores de

la salud del suelo.
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Organismos Genéticamente Modificados (OGM’s)

Los OGM’s fueron desarrollados de manera andloga a los procesos de mejoramiento tradicional
practicados desde la domesticaciéon de cultivos donde la seleccién y cruza de parentales con
caracteristicas deseables generan nuevas variedades con mayores tasas de produccion, resistencia

a plagas y enfermedades, entre otras (Gasman, et al., 2009; Chassy, 2007).

Esta tecnologia surge en los ochentas como resultado de un mayor entendimiento del
funcionamiento de los genes, lo que permitié una rapida y precisa transferencia de nuevas
caracteristicas en cultivos de interés. En la primera generacidn de este tipo de cultivos se
incorporaron caracteristicas de resistencia a insectos, virus y herbicidas; mientras que en la
segunda generacion se incrementé la calidad y composicién del producto, su tolerancia a factores

de estrés y su eficiencia fotosintética (Gasman, et al., 2009, Bennett, et al., 2013).

Ocampo y colaboradores sefialan que los cultivos GM destinados a la alimentacion han probado
ser inocuos, sin embargo hay una gran vigilancia alrededor de ellos y hasta el 2009 se habian
autorizado en mds de 21 paises variedades transgénicas de maiz, soya, arroz, colza, jitomate,
papaya y calabaza entre otros. En esta publicacién reportan una evaluacién llevada a cabo para
conocer el beneficio y utilidad que los cultivos GM pudieran tener en pequefias comunidades,
mencionan que debido a la falta de mano de obra en campo para practicas de deshierbe estos son
abandonados; sin embargo, con el uso de OGM'’s y herbicidas por un periodo de dos afios se
podrian controlar las malezas dando lugar a una reduccién en el consumo de herbicidas pasado
ese periodo (Gasman, et al.,, 2009); debe considerarse que la ingenieria genética es una
herramienta biotecnoldgica neutra (Gutiérrez-Galeano, et al., 2015) y dependera de la creatividad

del biotecndlogo.

El impacto de los OGM en el aumento de la produccién y reduccién de pesticidas estd sujeto a
variaciones dependiendo de las variedades silvestres usadas en cada lugar, del tipo de cultivo, la
presencia de plagas y enfermedades, entre otros; sin embargo, algunas estimaciones sugieren que
se lograria un incremento en la tasa de produccién por hectarea de cultivos de maiz y algoddn, a
su vez que se lograria la reducciéon de insecticidas en cultivos como el algoddn con valores del 30 al

40% en paises como Argentina, EUA, China y Sudafrica.
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En 1991 se dio la primera liberacidén experimental de OGM’s en el pais, una variedad de jitomate
resistente a insectos y desde entonces se han sembrado 21 cultivos diferentes en un total de 1116

casos (Gasman, et al., 2009).

OGM'’s y Seguridad Alimentaria

Clark y colaboradores (2014) mencionan que para alcanzar la demanda creciente de alimentos se
requerird incrementar la productividad agricola, no por el aumento del drea cultivable sino por la
mejora de los cultivos. Para esto los organismos genéticamente modificados representan una
prometedora tecnologia para incrementar la produccidon y aumentar las oportunidades de uso de

tierras marginadas y reducir el uso de agroquimicos (Ozor, 2008).

Segun la FAO, para el 2050 seremos 9.6 mil millones de habitantes por lo que se requiere que la
agricultura sea mas productiva y a la vez sustentable de manera que se cubran las necesidades de
alimentacidn, el cual es un objetivo del Milenio planteado a cumplir para el 2030. Debido a que la
mayoria de la poblacidn en situacidn de riesgo nutricional vive en paises en desarrollo y el 75% en
zonas agricolas, es deseable enfocar los esfuerzos en el desarrollo de estas regiones dado que la
situacion de estas comunidades estd relacionada con condiciones de pobreza, falta de buenas

practicas agricolas, la presencia de climas hostiles, etc. (Chassy, 2002; Ozor, et al., 2007).

En Africa subsahariana hay una creciente inseguridad alimentaria en paises como Etiopia, Kenia,
Malawi, Mozambique, entre otros, debido a situaciones como falta de semilla, ademas que los
suelos en esta regidn son muy pobres y solo el 4% del suelo cultivable puede ser regado, se tienen
por otro lado severas sequias y deterioro ambiental; en otros paises no es ecolégicamente viable
extender las areas de cultivo, lo que hace necesario desarrollar variedades y estrategias para el

cultivo en estas y otras situaciones similares (Ozor, et al., 2007; Clark, et al., 2014).

Aun cuando variedades de maiz-Bt han sido aprobados por la EPA, la FDA y el Departamento de
Agricultura de EUA para consumo humano, existen diferentes cuestionamientos sobre seguridad,
ética y bienestar que han postergado su introduccion en diferentes paises (Ozor, 2007; Chassy,

2002).
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Pérdidas de cultivo y Huanglongbing

Con la finalidad de incrementar la productividad de los cultivos es necesario trabajar en el control
de plagas y enfermedades, ya que son factores que impactan fuertemente la produccién como se
mencionara en esta seccidon. Podemos ejemplificar la gravedad del problema con noticias como la
publicada en el 2015 por el periédico La Jornada, donde se da a conocer la situacién de
campesinos en Chiapas y Oaxaca frente a las afectaciones en un 70% de las plantaciones de café
por roya. Segun reportan, esto ha ocasionado una reduccion de 500 mil quintales a 150 mil (Un
quintal es equivalente a 100 Kg), mencionan también que en Veracruz se tiene una pérdida en el
70% de su produccion y que la renovaciéon de estas zonas cafetaleras requerird una inversion
inicial de 100 millones de pesos con resultados que se reflejaran en un plazo de 5 a 6 afos (Pérez,

2015).

Garcia-Lara y Bergvinson (2007) describen el problema de la pérdida post-cosecha de maiz en
México, haciendo una revisién sobre los factores involucrados, las plagas relacionadas y las
alternativas de solucidon. En este trabajo citan un estudio realizado por CYMMIT donde sefialan la
infertilidad del suelo y los ataques por plagas como los factores mas importantes en la produccioén,
estos generan pérdidas del 70 al 95% bajo condiciones deficientes de manejo. Mencionan a su vez
que la temperatura y humedad juegan un papel importante en los niveles de dafio y pérdida,

ademas que la carencia de buenas practicas acentua el problema.

Un informe del 2005 de Argentina sobre el control de plagas en agricultura sefiala que las pérdidas
en este pais son del 10% para soya y girasol y del 15% para trigo y maiz. Recordemos que la
magnitud de la pérdida esta relacionada con la condicién socioeconémica del productor. Por ello,
a nivel mundial se tienen pérdidas del 40% de la produccidn, reduciéndose al 30% por la aplicacién
de medidas de control, sin embargo las pérdidas son diferentes para cada regién. En paises como
Japén, EUA y la Comunidad Europea Occidental esta cifra ronda del 10 al 30% y en paises mas

pobres se incrementa en un rango del 40 al 75% (Huerga y San-Juan, 2005).

La presencia de enfermedades y plagas cierra el mercado para la exportaciéon debido a las
regulaciones que los paises imponen para la importacién, ya que como ejemplifica Huerga y San-
Juan (2005), la Unidon Europea, Japdn y Brasil cierran sus fronteras a productos de paises con

presencia de Carpocapsa, Mosca de los Frutos, entre otros.
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En este informe se sefala también la preocupacion por el uso de plaguicidas debido al dafo
potencial en la salud de los trabajadores y del medio ambiente, se afirma que aun cuando juegan
un papel importante en la produccion de cultivos, el manejo integral de plagas debe garantizar a

su vez la salud de los agricultores y del medio ambiente (Huerga y San-Juan, 2005).

Huanglongbing (HLB)

El Huanglongbing es un padecimiento que afecta severamente la produccién de citricos a nivel
mundial y esta presente en nuestro pais en 391 municipios de 22 entidades, 314 de los cuales son
aéreas citricolas equivalentes al 43% del total en el pais segin datos reportados por SENASICA

(2016).

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

{\mmmc‘m

Figura 1. Estatus actual del HLB en México. Se muestra en rojo las zonas bajo control fitosanitario (SINAVEF).

Fue descrito por primera vez en 1919 en China y en los afios posteriores se identificaron dos
formas del padecimiento, una correspondiente a la variedad asiatica y la otra a una variedad
africana, se reporta que ambas muestran comportamientos similares pero se desarrollan bajo
condiciones de temperatura diferente. En esta revisidon de 1992, el autor reporta que hasta esta

fecha se estima que en Asia y Africa se habian perdido mas de 60 millones de plantas.
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Debido a la expansion de la enfermedad en los 50’s a provincias de China y Taiwan, se comenzaron
a buscar medidas para su erradicacion a partir de la eliminacién de arboles enfermos y el
establecimiento de plantaciones nuevas en zonas libres de HLB, sin embargo su expansién
contindo en Indonesia y Filipinas reduciendo las plantaciones en un 60% en estos paises con

reportes posteriores en otras areas como Malasia, la Peninsula Ardbiga e India (Aubert, 1992).

Este padecimiento es considerado la enfermedad mds devastadora a nivel mundial en citricos
debido a los dafos que ocasiona en plantas y frutos, la dificultad en el diagndstico temprano y los
elevados costos econdmicos y ambientales para su manejo. El agente causal es una bacteria gram -
transmitida por insectos que se limita al floema de las plantas lo que ocasiona una oclusién del
sistema vascular. La infeccion es resultado de una interaccion entre el hospedero, el patédgeno vy el

vector; se dispersa a través de Diaphorina citriy Trioza eritrae (Santivafiez, et al., 2013).

Santivafiez y colaboradores (2013), mencionan que los sintomas son muy similares a la deficiencia
de minerales, principalmente Zinc, por lo que suele confundirse y debido a su aparicidn lenta se
dispersa con rapidez antes de mostrar sintomas severos. La aparicién de los sintomas comienza
en unas cuantas hojas con coloraciéon amarilla contrastando con el resto de la planta, se esparce
por todo el arbol generando defoliacidon y muerte progresiva de ramas afectadas. Su confirmacion

solo es posible por PCR.

Ademas del impacto econdmico generado por los costos de manejo y las pérdidas en el
rendimiento, la eliminaciéon y quema de millones de arboles, asi como el uso intensivo de
plaguicidas generan un gran impacto ambiental en suelo, agua y aire (Santivafiez, et al., 2013); por
lo que en México y en otros paises se ha incluido el control bioldgico dentro de las estrategias de
control del vector. En el caso de nuestro pais se ha llevado a cabo la produccién masiva de la

avispa Tamarixiasp.y su liberacién en areas especificas (Arredondo-Bernal, 2013).

En la publicacion de Arredondo-Bernal y colaboradores (2013), se recauda informacién de las
estrategias desarrolladas en paises de América Latina, que incluye la eliminacién de arboles
positivos a la infeccién, la generaciéon y monitoreo de plantas certificadas, el establecimiento de

comisiones y politicas para el control del HLB y su vector.

En México en 2010 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién el “Acuerdo por el que se dan a
conocer las medidas fitosanitarias que deberian aplicarse para el control del Huanglongbing
(Candidatus liberibactersp.) y su vector”. Establece que cuando haya evidencia de la presencia de

HLB, se debera controlar la movilizacion de material hospedante y su vector, establecer puntos de
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verificacion y retener y disponer o destruir material infectado. Enlista también los requisitos que
se deben cubrir para obtener certificacidon para la produccién de material vegetal propagativo y los
lineamientos que deben seguir los huertos. Las medidas de control que contempla, son la
aplicacién de producto quimico, eliminar plantas detectadas con la enfermedad y la eliminacién de

la totalidad de arboles de una plantacién cuando se detecte HLB en 28% de las plantas.

Un estudio de analisis de riesgo generado en el 2011 por Salcedo y colaboradores, indica que se
prevén pérdidas de empleos en nuestro pais principalmente en el sector primario, con pérdidas
econdmicas de mayor repercusion en el sector de bebidas, alimentos y tabaco. El impacto en la
reduccion de empleos serad de 4000 a 27000 considerando situaciones de bajo y alto impacto, con
una pérdida de 26000 a 126000 empleos directos e indirectos después de 5 afios y una
repercusion econdmica de hasta 7000 millones de pesos, sin embargo este solo es un modelo

estadistico generado a partir de diferentes indicadores.

Aunque las medidas de control tomadas hasta ahora estan enfocadas en el control del vector y la
erradicacion de arboles positivos al HLB, Aubert (1992) reporta la aplicacion de quimicos
combinado con inyecciones de antibidticos para atacar a la bacteria causante de HLB en Sudafrica.
A su vez Gémez-Jaimes, et al., (2011) describen un estudio para el control del HLB mediante la
aplicacion de bactericidas (Kasugamicina, sulfato de cobre pentahidratado vy
tetraciclina+oxitetraciclina) aplicado a follaje y o suelo, al final de este estudio no encontraron una
diferencia significativa entre los diferentes ensayos por lo que los autores sugieren continuar las

evaluaciones con diferentes dosis, ingredientes activos e intervalos de aplicaciones.

En estos ultimos reportes se observa la intencidon de atacar la problematica desde otro punto,
enfocando las estrategias en el control de la bacteria, sin embargo es importante hacer notar que
en arboles infectados, la bacteria se localiza en el floema por lo que no es de facil acceso para la

aplicacion de bactericidas.

Expresion de antimicrobianos para el control de Candidatus liberibacter
sp.

Se ha hecho uso de antimicrobianos para el control de fitopatdgenos en diversos trabajos, entre
los cuales se citan enzimas hidroliticas como quitinasas y glucanasas que pueden degradar la pared

celular de hongos (Nakajimaet al., 1997). Se han también evaluado el uso de lisozima y defensina
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humana para conferir resistencia contra diversos patdgenos; entre ellos, Zecua-Najera (2013)

desarrolld una estrategia para el control de HLB mediante la expresidn de lisozima humana.

La lisozima, es definida como una enzima con actividad hidrolitica capaz de romper la unién entre
N-acetilglucosamina y el acido N-acetilmuramico en la pared celular de bacterias (Diiring, 1993;
Huang, et al., 2002), especificamente la lisozima humana tiene un amplio espectro de accién y alta
actividad catalitica por lo que se ha promovido su uso (Nakajima, et al., 1997). Huang vy
colaboradores (2002) expresaron y evaluaron la actividad de lisozima humana en arroz obteniendo
resultados similares a la proteina expresada en humanos y en gallina. Por otro lado Nakajima et
al., (1997) retaron plantas de tabaco que expresan lisozima humana contra el hongo fitopatdgeno
Eryshiphe cichoracearum el cual mostré una reduccion en el area colonizada por el hongo de 0.06
y 0.01% en comparacién con el 8.02% en plantas silvestres y al retarse con Pseudomonas syringae
el desarrollo de halos cloréticos en plantas transgénicas se redujo al 17 y hasta el 50% en
comparacion con las plantas silvestres. Estos resultados permiten concluir que la expresién de

lisozima humana puede incrementar la resistencia a hongos y bacterias fitopatdgenas.

Las defensinas por otro lado, estdn conservadas en plantas, insectos, asi como invertebrados y
vertebrados (Schroder y Harder, 1999) y asi como la lisozima humana, la B-defensina humana es
muy potente al interactuar y desestabilizar las membranas de bacterias gram negativas vy
levaduras. Las defensinas poseen propiedades anfipaticas ya que los dominios catidnicos se
acercan a las porciones negativas de los fosfolipidos y la porcién hidrofébica interacciona con las
cadenas de lipidos en la membrana lo que la desestabiliza y causa su permeabilizacion (Aerts, et
al,, 2007; Ganz, 2004,
Schroder y Harder, 1999). Aerts y colaboradores expresaron la proteina en Arabidopsis thaliana
para lo cual reportaron fue necesario anadir una etiqueta a la proteina para que esta pasara por el
sistema de secrecion y lograr la generacién de enlaces disulfuros necesarios para su actividad. Al
evaluar la actividad antifungica de poblaciones con alta y baja expresion y plantas silvestres, se
observd que la poblacién con alta expresion tiene una notable reduccién en la susceptibilidad a
Botrytis cinerea (Hongo necrotréfico) en comparacion con la poblacién control y la linea de baja
expresion que exhibe a su vez una reduccidn en la susceptibilidad observable solo en los primeros

3 dias post-inoculacion.

Como una estrategia para combatir el HLB, Zecua-Najera (2013) desarrollé plantas de limdn
mexicano que expresan lisozima humana con el fin de conferirles resistencia a la enfermedad. El

objetivo de Zecua-N3ajera consistido en expresar lisozima fusionada a CsPP16, proteina capaz de
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entrar en el sistema vascular de las plantas y llevar el antimicrobiano para atacar asi la bacteria
causante. La secuencia de lisozima la obtuvo del GenBank, optimizé el uso de codones para
expresién en citricos y la fusiond a CsPP16 por una bisagra que permite el plegamiento
independiente. Para la transformacion de tejido de limon utilizdé cepas de Agrobacterium con un
pldsmido binario con la secuencia de lisozima entre los bordes izquierdo y derecho del T-DNA de

Agrobacterium.

Zecua-Najera realizd diferentes ensayos para evaluar la efectividad de la estrategia, una de ellas
consistid en generar una transformacién transitoria en arboles adultos con sintomas de HLB,
sesenta dias posteriores a la transformaciéon logrd apreciar la ausencia de sintomas de HLB en
brotes transformados mientras que en hojas maduras los sintomas persistieron, menciona que es
debido posiblemente a la oclusidon del sistema vascular en hojas maduras que impiden el
movimiento de la proteina. Explica que, la medicidn de la tasa fotosintética muestra que las
plantas enfermas tratadas presentaron valores similares a las plantas sanas, caso contrario al
observado en plantas enfermas que no fueron tratadas o que se transformaron para la expresion

de GUS, las cuales presentaron un abatimiento en la tasa fotosintética.

Transformd también arboles certificados libres de infeccidn y los retd en un ambiente hostil es
decir con presencia de infeccidn en cuyo caso fue Tecoman, Colima. En este ensayo identificd una

reduccién en el nimero de bacterias vivas en arboles tratados.

Al final concluye que no constituye una medida de control, pero si de mitigacidn de los sintomas y
del proceso patogénico; el tratamiento mejora las condiciones fisioldgicas de las plantas ademads
que disminuye notablemente el contenido de bacterias vivas, lo que podria reducir los efectos

negativos en la produccién.

En general, estos reportes muestran la efectividad que los antimicrobianos humanos defensina y
lisozima pueden conferir a las plantas contra el ataque de hongos y bacterias fitopatégenas y ya
gue ambas moléculas tienen un rango de accién amplio es necesario evaluar el efecto de este tipo
de estrategias en las poblaciones microbianas que interactlan negativa y positivamente con las

plantas.
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Plantas OGM y su interaccion con microorganismos

Lee et al.,, (2011) describe las bacterias y hongos como componentes criticos de los ciclos
biogeoquimicos y como indicadores de la salud del suelo, por tanto menciona, que la estabilidad
ecoldégica de los cultivos GM podria depender de su relacién con las comunidades microbianas del

suelo.

Es citado por diferentes autores que las plantas tienen la capacidad de influir en el establecimiento
de microorganismos en el suelo mediante la excrecién de compuestos a través de la raiz, estos
incluyen tanto productos del metabolismo primario como secundario, lo que lleva al
enriquecimiento de diferentes microorganismos en la rizosfera en comparacién con el suelo
circundante (Bais, et al., 2006; Guttman, et al., 2014). Este proceso se denomina efecto rizosférico,
Bais, et al. (2006) cita las observaciones de Hilner sobre el aumento en el nimero y actividad de

microorganismos en la vecindad de las raices.

En un estudio realizado por Gundale y colaboradores (2014) se observa la influencia de la
microbiota del suelo en el desarrollo de pinos dado que realizaron ensayos con suelo extraido de
Canada y Suecia en el que hacen crecer pinos canadienses. Usando ambos tipos de suelo
esterilizados como controles cuantificaron un 43% mads de biomasa en arboles crecidos en el suelo
sueco, por otro lado al inocular suelo estéril con extracto de suelo sueco observaron un
incremento en la biomasa de los pinos esto hace notar que el desarrollo de plantas esta

fuertemente influenciado por las comunidades bidticas de la rizdsfera.

Otros estudios evallan la capacidad de establecer relaciones planta-microorganismo en funcion de
la etapa de desarrollo y genoma de la planta. Chaparro y colaboradores (2014) evaltdan las
diferencias de las comunidades de la rizdsfera a lo largo del desarrollo de Arabidopsis, en este
estudio notan cambios significativos en la etapa de floracidon y germinacién de la planta por
procesos relacionados posiblemente con la respuesta inmune y que parece ser también comun
bajo condiciones de estrés para la planta como condiciones limitantes de nutrientes. Haney y
colaboradores (2015) evaltan la capacidad de diferentes accesos de Arabidopsis en el
establecimiento de relaciones. En este estudio ademds de observar que la interaccidon de plantas
con bacterias esta ligada al acceso a nutrientes, las diferencias en el genotipo de una misma
especie producen diferencias en la capacidad de las plantas para soportar el crecimiento de
microorganismos en la raiz alterando con la ello la capacidad de las plantas para responder a

diferentes factores.
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Dado que el genotipo de las plantas genéticamente modificadas es diferente al de sus parentales
silvestres, se han realizado estudios sobre el efecto del transgen en el establecimiento de

relaciones en la rizdsfera de las plantas.

Una evaluacién de una linea transgénica de arroz que contiene un inserto de la fusién de
trehalosa-6-fosfato sintasa/fosfatasa (Incrementa la resistencia a sequia y frio) muestra que no
hay diferencias significativas en la diversidad de bacterias y hongos en comparacién con la linea
silvestre, a su vez los resultados indican una mayor asociacién con las variables ambientales (Lee,

et al., 2011).

Cotta y colaboradores (2013) evaltan por otro lado el efecto de la expresién de la proteina CRY en
maiz-Bt (utilizado para combatir plagas de insectos) sobre las poblaciones de microorganismos en
la rizésfera. Las evaluaciones a partir de amplificacion del gen 16S y de la region ITS muestran que
la estructura de las poblaciones de microorganismos en el suelo se vio afectada por el tipo de

suelo y la etapa de desarrollo de la planta sin efecto aparente por el transgen.

Icoz y Stotzky (2008) determinan la presencia de la proteina CRY a partir de cultivos hidropdnicos
de maiz-Bt en los exudados de las raices de maiz. Posteriormente evaltan la persistencia de esta
proteina en suelo, siendo la proteina CRY mads estable en caolinita y derivados enriquecidos con
caolinita o montmorillonita (Fracciones minerales del suelo que corresponden a arcilla). Los
resultados muestran que la persistencia de la proteina cambio en funcidn de la cantidad de arcilla,
aumentando a mayor cantidad de caolinita y menor de montmorillonita, por otro lado el aumento
en el pH del suelo promovié la degradaciéon de la proteina. La persistencia varid segun los
diferentes pardmetros de 10 a 50 dias y ya que no se detecté una acumulacién de la proteina se

sugiere un riesgo bajo para el medio ambiente.

En conjunto estos estudios sugieren en concordancia con diversos autores que, son deseables las
interacciones planta-microorganismo ya que pueden influenciar positivamente el crecimiento de
plantas a través de diferentes mecanismos como movilizacién de nutrientes, protecciéon contra
patdgenos e incremento en la tolerancia a estrés bidtico y abidtico (Bais, et al., 2006; Guttman, et
al., 2014), por otro lado estas interacciones estan influenciadas principalmente por los factores
edaficos, por el genotipo del hospedero y por la concentracion y estabilidad de los compuestos

excretados por la planta (Bais, et al., 2006; Zarraonaindia, et al, 2015).
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Estudio de poblaciones microbianas

Dado que la mayoria de los microorganismos no son cultivables, el entendimiento de la diversidad
microbiana se ha mejorado mediante el uso de DNA como marcador molecular (Nocker, et al.,
2007). Existen diversos trabajos que ejemplifican la necesidad de evaluar tanto los
microorganismos cultivables como los no cultivables; Garcia-Armisen, et al., (2010) estudiaron la
diversidad de microorganismos en procesos de fermentacién de cacao, sefialan que aun cuando se
han desarrollado estudios previos de diversidad en este proceso, éstos han omitido las
poblaciones no cultivables, por lo que emplearon el gen 16SrDNA para obtener una imagen
cualitativa y semicuantitativa de la comunidad microbiana. De forma andloga Abassian, et al.,
(2015), aplica metodologias no dependientes de cultivo para el estudio de columnas de

Winogradsky ya que menciona esto permitiria disponer de un analisis mas completo del ambiente.

Entre las estrategias para el estudio de comunidades de microorganismos se tiene el “Andlisis de
restriccion de amplicones de DNA ribosomal”, el “Analisis de regiones intergénicas”, la
“Electroforesis en geles desnaturalizantes de gradiente/Electroforesis en geles de gradiente de
temperatura”, entre otros; este tipo de metodologias se fundamentan en las diferencias en la
secuencia de nucledtidos; sin embargo, en su mayoria solo dan un perfil de la estructura de la
comunidad y son utiles para detectar cambios pero no funcionan como un método para medir la

diversidad o detectar grupos filogenéticos especificos (Nocker, et al., 2007).

A diferencia de los métodos previos, la estrategia de amplificacidn y secuenciacién de marcadores
genéticos informativos de la taxonomia del DNA microbiano de una comunidad, denominado
como “Andlisis de marcadores genéticos o secuenciacion de amplicones”, permite caracterizar la
diversidad de las comunidades microbianas en términos de identidad y abundancia relativa

(Guttman, et al., 2014).

Los genes del RNA ribosomal de la subunidad pequeiia y grande han sido usados como
marcadores taxondmicos para la identificacion de microorganismos (Kim, et al., 2013). Se
caracterizan principalmente por tener regiones altamente conservadas y variables, las regiones
conservadas son empleadas para la generaciéon de alineamientos y disefio de oligonucleétidos
para la amplificacidn de fragmentos por PCR. La identificacion de los microorganismos se lleva a
cabo a partir de la comparacidn de las regiones variables que se hipotetiza son regiones privativas
de cada organismo, y que permiten ademds encontrar relaciones evolutivas entre ellos (Kim, et al.,
2013; Van de Peer, et al., 1996).
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La subunidad pequefia ribosomal en bacterias es codificada por el gen 16S rDNA que esta
conservado y posee 9 regiones hipervariables que pueden ser usadas para distinguir entre
diferentes microorganismos (Nguyen, et al., 2002; Baker, et al., 2003) mientras en eucariontes, el
gen 18S rDNA contiene 8 regiones hipervariables y se ha usado como un elemento genético
identificador. Aun cuando la resolucién taxondmica de estos genes puede no ser siempre
suficiente para identificar especie o cepa, si pueden proveer informacion de la diversidad vy
dindmica de los microorganismos relacionados (Kim, et al., 2013; Smith, et al., 1999; Van de Peer,

et al., 1993).

El empleo de este tipo de técnicas en combinacidn con tecnologias de secuenciacion masiva han
permitido mejorar el conocimiento de la estructura y funcién de las comunidades de
microorganismos ademads que permiten desarrollar multiples andlisis a través del uso de barcodes

por lo que se incrementa la capacidad de analisis (Guttman, et al., 2014; Whiteley, et al., 2012).
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Justificacion

La expresion en injertos de limdén de los antimicrobianos lisozima y defensina con la capacidad de
transportarse a través del floema, es una estrategia desarrollada con anterioridad por el equipo de
trabajo para combatir el Huanglongbing (HLB) en citricos. Debido a la actividad inespecifica de
estos antimicrobianos, es necesario evaluar la diversidad de las comunidades de microorganismos
gue interactuan en la rizésfera de los arboles, ya que los microorganismos son importantes para el
desarrollo de las plantas ademas de ser indicadores de la salud del suelo como un elemento

esencial de los ciclos biogeoquimicos.

Hipotesis

La presencia de antimicrobianos Lisozima y Defensina en el tejido vascular de los drboles de limdn
no modificara la diversidad de poblaciones microbianas de la rizdsfera.
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Objetivo General

Estudiar la dinamica de la poblacién microbiana en la rizésfera de limén genéticamente
modificado que expresa lisozima, defensina o ambos, comparado con plantas control.

Objetivos especificos

1. Construccion de las librerias 16S y 18S
2. Analisis de poblaciones a partir de los datos de secuenciacidn.
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Materiales y métodos

Plantacion Experimental

Como parte de las evaluaciones
de riesgo establecidas en la
LBOGM (Ley de Bioseguridad
de Organismos Genéticamente
Modificados), se establecié una
plantacion experimental en el
Rancho el Pandelo y las Animas
en el municipio de Tecoman
Colima. Esta area agricola es la
principal productora de limén
mexicano y tiene una extension de

50,000 hectareas de este cultivo.

Figura 2. Area de siembra experimental. Se muestra en verde el 4rea de
siembra con coordenadas 18°56'5.02"Ny 103°55'34.88"0. Se puede apreciar
hacia el norte, arboles de limén pertenecientes a otro predio, hacia el

sureste arboles cultivados en el rancho y un area de invernaderos.

La plantacién experimental se conforma por 80 arboles (20 arboles por tratamiento) distribuidos

aleatoriamente en 5 filas de 16, con una separacién de 5 metros entre columnas de arboles y de

Figura 3. Colecta de muestras simples
para la formacién de muestras
compuestas por el método de cuarteo.

lisozima-defensina.

2.5 m entre cada uno de ellos, como se muestra en la Tablal.

Se dispone de tres tratamientos, los cuales son arboles de
limén mexicano con espinas trasformados para la expresion
de lisozima o defensina fusionadas a CsPP16, injertados por

reglamento en patrones de Citrus volkameriana (confiere

resistencia al virus de la tristeza de los citricos). Ademas de
plantas control, se evaluaron tres tratamientos,

correspondientes a plantas expresando lisozima, defensina y

La duracion de la plantacion experimental fue de 3 meses, de acuerdo a la autorizacién de siembra

experimental expedida por un dictamen vinculante por la autoridad federal competente. En el

periodo se realizaron 4 muestreos, uno al inicio de la plantacién y el resto en los meses

consecutivos denominados como t0, t1, t2 y t3.
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Muestreo de suelo y tejidos

Suelo

Las muestras corresponden a Tabla 1. Distribucion de arboles de los diferentes tratamientos en la
plantacion experimental. Los numeros corresponden a los diferentes
muestras compuestas que tratamientos Lisozima(T1), Defensina(T2), Lis-Def(T3) y control(T4).

se formaron por el suelo

tomado de la rizdsfera de T4 T3 T2 T2 T1
T3 T1 T2 T2 T3

T2 T3 T1 T1 T3
T2 T2 T2 T3 T1
T4 T3 T2 T2 T2
T3 T1 T4 T2 T3
T1 T2 T3 T1 T4
T3 T3 T4 T4 T4
T4 T1 T4 T4 T3
T2 T4 T3 T3 T1
T1 T4 T1 T4 T4
T4 T2 T4 T1 T2
T1 T1 T1 T4 T4

cuatro diferentes arboles de

un mismo  tratamiento

localizados en diferentes

puntos del drea de |Ia

plantacion a partir de las

muestras simples por el

método de cuarteo, se

SoJ1PW S

mezclan partes iguales y se

submuestrea una porcion

del total(Figura 3. Toma de

muestra). En total se

disponen de 4 muestras T2 ™ T3 T T4
correspondientes a cada T3 T3 T4 T3 T3
uno de los tratamientos por T1 T1 T T1 T112.5m
evento de muestreo. 5m
Las muestras de 35 metros

aproximadamente 500g se conservaron en bolsas de plastico y temperatura ambiente hasta su

arribo al laboratorio.

En laboratorio, una parte de la muestra se conserva en tubos Falcon de 50 ml (Rotulados con la
fecha, el lugar de muestreo, el tratamiento y el lugar de muestreo) a -70 °Cy el resto se mantiene a

4 °C en cuarto frio.
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Raiz

De los arboles muestreados se tomé raiz que se transportd bajo las mismas condiciones que las
muestras de hoja, en laboratorio se realizaron lavados para reducir el material adherido a la raiz
con agua destilada y se almacend a -70° C.

Extraccion de DNA gendmico de muestras de suelo

La extracciéon de DNA de suelo y raiz para la construcciéon de las librerias se llevé a cabo con el kit
de Mobio acorde a las indicaciones del proveedor con dos ligeras modificaciones:

- Agitacién por 15 min posterior a la adicion de la soluciéon C1 con equipo Tissuelyser
de Qiagen a una frecuencia de 50Hz.
- Elucién con 50 pl de H;0mqg estéril en lugar de 100 pl.

Posterior a la extraccidn se evalud la calidad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
se cuantificod concentracién por espectometria en el equipo NANODROP (Thermo Fisher Scientific).

Extraccion DNA de endofitos de raiz

Se siguio el protocolo de Kumar, et al., (2015) para el andlisis de enddfitos, para lo cual se
esterilizé la superficie de la raiz por lavados consecutivos de etanol al 70% por 3 min, hipoclorito
de sodio 0.5% por 3 min y etanol al 70% por 30s. Se tomd una muestra de tejido y se evalud el
proceso en cajas Petri conteniendo medio LB agar, comparando el crecimiento entre muestras

tratadas y no tratadas.

Para la extraccidon de DNA se trituré el tejido en mortero con nitrégeno liquido para congelar la
muestra y romperla mas facilmente, las muestras trituradas se colocaron en tubos de 2 ml junto
con un balin metdlico y se aplicaron ciclos de 2 min en Tissuelyser a 50 Hz congelando la muestra
entre cada ciclo. Las muestras se mantuvieron en todo momento en hielo seco para evitar su
descongelacion. Se procede a realizar la extraccidon de DNA con el kit “PowerSoil DNA Isolation”, de
muestras compuestas de dos arboles por tratamiento, se cuantificd la concentracién de DNA y se

evalud la calidad del DNA extraido en gel.
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Construccion de librerias

Para el desarrollo de las librerias 16S y 18S se evalud inicialmente la amplificacidn con oligos sin
barcode para cada caso 16S (oligos CGO465F, CGO465R) y 18S. Una vez confirmada la
amplificacidn descartando contaminacién y ausencia de inhibidores de la reaccidn se procedié a

trabajar con los oligos para secuenciacidn en lon torrent.

Las muestras se amplificaron con los diferentes oligos con barcode en volimenes de 50 ul por
cuadruplicado de manera que al purificarse con Wizard® SV Gel en PCR Clean-Up System, se
obtuviera un extracto puro en concentracién y volumen adecuado para continuar con el proceso
de secuenciacién.Se purificaron los 200 pl concentrandolos a la mitad de su volumen y se mide su

concentracidon en Nanodrop 2000.

A partir de la cuantificacion de DNA de los productos de PCR purificados, se calculd el volumen
necesario para tomar 1 ug de cada una de las muestras, este volumen se colocd en tubos limpios y
se dispusieron para ser secuenciados por el Laboratorio de Referencias y apoyo a la Caracterizacién

de Genomas, Transcriptomas, y Microbiomas del Departamento de Genética y Biologia Molecular.

En el caso de la construccion de librerias 18S, previo a la amplificacién de las muestras con oligos
con barcode, se llevé a cabo una amplificacidon con oligos 18S (sin barcode) con el objetivo de

obtener un molde de DNA inicial.
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Analisis de datos de secuenciacion

Analisis de calidad y depuracion de datos

El tipo de archivo generado por el proceso de secuenciacién es “fastq” y contiene ademas de las
secuencias, informacién de la calidad con la que cada una de las bases fue secuenciada. Para
procesar esta informacién los archivos se examinaron con el software FastQC de Babraham

Bioinformatics (www.bioinformatics.babraham.ac.uk) que genera reportes a través de los cuales

es posible evaluar la calidad y establecer pardmetros para los procesos de pretratamiento de la

informacion.

Tabla 2. Parametros usados en TrimmomaticSE

Parametro Descripcion

LEADING Calidad minima al inicio de la secuencia (startq).

TRAILING Calidad minima al final de la secuencia (endq)

SLIDINGWINDOW Calidad minima promedio (mean) de un determinado nimero de bases
(nbases).

MINLEN Longitud minima (x/en)

HEADCROP Elimina un nimero determinado de bases al inicio de las secuencias
(hcnbases)

CROP Corta las secuencias a una longitud dada (cnbases)

Dentro de los parametros que evalla el sistema se considerd el nimero de secuencias y longitud y
la calidad de secuenciacidn por base al inicio y posterior a la depuracién. Para depurar secuencias
con bases de baja calidad, los archivos “fastq” se procesaron con TrimmomaticSE, a los
pardmetros LEADING y TRAILING se les asigno un valor de 20 en la escala de “phred33”, el valor
de SLIDINGWINDOW se establecié en funcidn del numero de secuencias conservadas al final del
analisis y al impacto en la mejora de la calidad. MINLEN para las secuencias 16S se establecié en
150 y en 200 para secuencias 18S. Los valores de HEADCROP y CROP fueron dependientes de las
condiciones particulares de los datos dependiendo de la presencia de bases con mala calidad de

secuenciacion al inicio o al final de la secuencia.
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Acondicionamiento de datos

Es necesario concatenar los archivos con las secuencias de las diferentes muestras en uno solo y
generar ademds un archivo “Group”, con el cual “Mothur” pueda reconocer las secuencias
correspondientes a cada muestra. Para esto los archivos “fasta” se transfirieron a la plataforma en

linea de Galaxy y se manipularon a manera de tablas como se muestra en la siguiente figura.

: FASTA-to-tabular \:, Addcolumn Addcolumn Concatenatedatasets

2 1z | | |

— ¥ ¥

= Galaxy

S
Figura 4. Flujo de trabajo en "Galaxy PROJECT" para la asignacion de identificador de secuencia y grupo.

Las primeras dos columnas de la tabla corresponden al identificador original y la secuencia del
archivo fasta, en pasos posteriores se insertaron dos columnas con la funcién “Addcolumn”, en la
primera columna insertada se cred un identificador para la secuencia y en la segunda un
identificador de la muestra a la que pertenece. Con la columna creada como identificador de las
lecturas y la columna de las secuencias se cred un archivo “fasta” y con el identificador de las
lecturas y las muestras se creé un archivo de texto con formato tabular correspondiente al

“Groupfile”.

El analisis posterior se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia de Kozich lJ, et al., (2013) en la

plataforma de “Mothur”, como se muestra en la Figura 5.
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Screening

| Homopolimeros

Longitud de secuencia

v

file.fasta .
Secuencias
E unicas
file.group Alineamiento
T Base de datos Silva
v123.1

Secuencias diferentes
| a Bacteria/Hongo
Identificacidon y filtrado
de Quimeras

v

Agrupamiento

Identificacion
de OTUs

Figura 5. Flujo de trabajo para el analisis de datos con la plataforma de "Mothur".

Filtrado de homopolimeros y seleccion de secuencias tinicas

Partiendo de los archivos generados en “Galaxy Project” se generé en “Mothur” un informe de las
secuencias con la distribucidn de la longitud de las secuencias, la presencia de homopolimeros de
bases y ambigliedades, para después eliminar homopolimeros con longitud mayor a 8 y eliminar

secuencias que tuvieran ambigiliedades.

Para reducir la cantidad de informacidén a procesar se seleccionaron las secuencias Unicas del
archivo “fasta” y se generd un archivo “Count file” que mantiene la relaciéon del nimero de

lecturas para cada una de las secuencias identificadas.
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Alineamiento de secuencias

El alineamiento se realizé con la base de datos de Silva en su versidon 123.1, la cual contiene
secuencias de la subunidad pequefa ribosomal y tiene un total de 172412 secuencias diferentes
con una longitud de 50 000 columnas, el algoritmo de alineamiento empleado es “needleman”,

con método de busqueda por “kmeros”.

Para reducir el drea de busqueda y por tanto el tiempo de procesamiento, se seleccionaron 1000
secuencias problema, las cuales se alinearon con la base de datos completa, posteriormente el
informe del alineamiento nos sefald las posiciones en las cuales se alineaba con la base de datos

de referencia.

Para el caso de las secuencias 16S, se seleccionaron las posiciones 5000-15000 y se guardaron

como un archivo nuevo y para las secuencias 18S de la posicién 18000 -40000.

Una vez alineadas las secuencias se filtraron las columnas con gaps al inicio y al final, se
optimizaron de manera que las secuencias compartan la misma posicién de inicio y final y se

determinaron secuencias Unicas nuevamente.

De acuerdo al protocolo, considerando la presencia de errores de PCR y secuenciacién se

agruparon las secuencias por diferencia de dos bases.

Depuracion de quimeras

Se eliminaron secuencias formadas durante la amplificacidn por polimerizacién de amplicones
incompletos. Con el algoritmo de Uchime se identificaron secuencias quiméricas y posteriormente

se filtraron.

Clasificacion filogenética

Los archivos de referencia incluidos en la base de datos de Silva, constan de un archivo “fasta” con
secuencias alineadas y un archivo de texto que incluye la taxonomia de las secuencias incluidas en

el archivo fasta. Con estos dos archivos de referencia se asignd taxonomia a las secuencias
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problema 16S y 18S. El archivo con las clasificaciones taxondmicas esta truncado a 6 niveles, lo
cual es funcional para el analisis de las secuencias 16S pero no para el caso de las secuencias 18S
por lo cual se requirid crear este archivo a partir del formato “ARB” de la base de datos de “Silva”,

de manera que se dispusiera de la informacién taxonédmica completa.

Para el caso del andlisis de secuencias 16S, ya que este gen esta conservado en DNA de
cloroplasto, mitocondria y Arqueas principalmente, se removieron todas aquellas secuencias

diferentes a “Bacteria” y en el caso del analisis 18S aquellas con clasificacion diferente a “Fungi”.

Las secuencias restantes se agruparon por el método de Phylotype, que genera tantas
agrupaciones como niveles taxonémicos se dispongan, con lo que posteriormente se crearon las

tablas de OTUs al nivel taxondmico “2” que corresponde a “Familia”.

Analisis posteriores como indices de diversidad y curvas de acumulacidon de especies requieren
que las muestras tengan un ndmero igual de secuencias por lo que se determind el nimero de

lecturas en cada uno de los grupos y se normalizaron al tamafio de la muestra mas pequefia. Se

determinaron entonces el indice de diversidad de Chao y Simpson y las tablas de acumulacién de

especies.

Se hizo uso de la plataforma de “R” para la manipulacion de datos y generacién de graficos y del
editor de imagenes “GIMP” para dar formato a las imagenes de esta tesis.
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Resultados

Generacion de Librerias

Posterior a la extraccion de DNA de muestras de suelo se verificd su calidad en geles de agarosa

como se muestra en la Figura 6 y 7. Se puede observar la presencia de una Unica banda por carril,

un buen indicativo de la integridad del DNA extraido, adicionalmente la relacion 260/280 esta en

la mayoria de los casos alrededor de 1.8 lo que muestra un buen nivel de pureza. En caso de

presentarse impurezas como proteinas, esta relacién da valores menores a 1.8.

10 Kb

10 kb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA
genomico de muestras de suelo. Los tratamientos se
identifican como T1, T2, T3 y T4 antecedidos de un
numero que indica el tiempo de muestreo.

Tabla 3. Cuantificacion de DNA por espectometria
en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Muestra [DNA] ng/pl 260/280

T0 4.6 1.65
1Tl 20.3 1.6
1712 7.9 1.73
173 10.1 1.72
1T4 13.1 1.79
2T1 14.4 1.86
272 9.6 1.86
273 11.9 1.84
2T4 10.4 1.84
3T1 13.8 1.82
372 15.1 1.73
3T3 12.4 1.87
3T4 11.8 1.8
1-T1 42.4 1.88
1.T2 51.4 1.87
113 14.3 1.91
1.T4 14.3 1.97
2.T1 15.0 1.94
2. T2 54.1 1.89
2_T3 233 2.03
2_T4 14.6 1.95

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de DNA gendmico de muestras de raiz. En el gel se analizan las

extracciones de dos muestras distintas de raiz por tratamiento (T1-T2-T3-T4), la notacidn del tratamiento es antecedida

de un nimero (1-2) usado para identificar entre ambas muestras.
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Librerias 16S

I00ph

300 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos
de PCR 16SV3 de muestras de suelo. Se observa la banda
esperada a 300pb aproximadamente.

Librerias 18S

Para la amplificacidn de la regién V3 del gen
16S se usaron 10 ng de DNA en reacciones
de 50 pl. La banda de interés se visualizd en
geles de agarosa al 2%, se observa en la
Figura la banda deseada con un tamafo
menor a 300pb. La regidon amplificada es un
poco menor a 200; sin embargo, el
adaptador y barcode de los oligos para

secuenciacién aumentan 100 pb el tamafio

del fragmento.

De igual forma para la amplificacion del fragmento 18S se usaron 10 ng de DNA en reacciones de

50 pl, estos amplicones se utilizaron como templados para la generaciéon de la libreria con los

oligos para secuenciacién, en este caso la banda resultante es un poco mayor a 400 pb mientras

que el tamafio de la regidn amplificada es cercano a 300 pb, en la Figura 9 se muestra la

amplificacidn de la regién con oligos 18S para secuenciacion.

400pk

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de PCR 18S de muestras de suelo. Se observa la banda

esperada por arriba de 400 pb.

Las muestras de raiz se procesaron de la misma manera que las de suelo, el resultado al igual que

los descritos previamente consisten en una banda menor a 300pb para el fragmento 16S y mayor a

400pb para el 18S, se muestra en la Figura 10 las bandas obtenidas para cada uno de los casos.
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20 i 1. e

400pb
300pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de PCR 16S y 18S para muestras de raiz. Se observa la
banda menor a 300 pb y mayor a 400 pb en reacciones 16S y 18S correspondientemente.

Estos productos de amplificacién se acondicionaron y secuenciaron en lon torrent por el
Laboratorio de Referencias y apoyo a la Caracterizacién de Genomas, Transcriptomas, y

Microbiomas del Departamento de Genética y Biologia Molecular.
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Analisis de datos de secuenciacion de la region V3 del gen 16S

Las 13 muestras correspondientes a suelo cuentan con un total de 2°020,689 secuencias crudas a
las cuales se les evalué la calidad de secuenciacién. Inicialmente los datos se procesaron con
TrimmomaticSE usando los parametros sugeridos en literatura de un promedio de calidad de 25
por cada 5 bases; sin embargo, esto hace que se pierda hasta el 90% de los datos. Evaluando
diferentes condiciones la opciéon mas viable resulté usar un SLIDINGWINDOW de 5:20 con una
longitud minima de 150 y una mdxima de 200, esto permitié mantener mas del 50% de los datos

con valores de calidad buenos.

Tabla 4. Relacion del cambio en el nimero de secuencias en los diferentes pasos del analisis de amplicones 16S.

Suelo Raiz
Proceso Secuencias Secuencias Secuencias Secuencias
Unicas totales Unicas totales
Alineamiento/Filtrado 367637 1070313 39758 827843
Precluster 81064 1004588 9211 802748
Eliminacion de quimeras 75506 990436 8965 801902
Filtrado de linajes 75421 990077 7046 57891

Un reporte generado por “Mothur” de los datos procesados muestra un total de 1’087,341
secuencias totales, con un maximo de longitud de homopolimeros encontrados de 12, una
cantidad no reportada en literatura para este tipo de secuencias por lo que al conservar aquellas
con un maximo de 8 resulta en 1’070,313 secuencias de las cuales se identifican 367,637

secuencias Unicas.

Referente a las muestras de raiz, se recibieron 1'297,093 secuencias correspondientes a 4
muestras, las cuales se procesaron en TrimmomaticSE con los mismos parametros considerados
para las muestras de suelo conservdndose 835,246 secuencias. De ellas se redujeron a una
cantidad de 827,843 secuencias debido a la eliminacidn de aquellas con homopolimeros mayores a
una longitud de 8. En comparaciéon con las muestras de suelo, solo se identificaron 39,758

secuencias Unicas.

Estos datos se procesaron conjuntamente siguiendo la secuencia de pasos reportada en la
metodologia. Lo mas notable del proceso resulta en la eliminacién de secuencias no clasificadas

como “Bacterias”; para ambos tipos de muestras la mayoria de estas secuencias filtradas
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corresponden a cloroplasto y mitocondria; en el caso de las muestras de raiz este andlisis reduce
de 801,902 a 57,891 secuencias. Evaluando las causas de la reduccidn tan notable de secuencias
en raiz, se remueven todas aquellas no clasificadas como “Bacteria” conservando ademas aquellas
clasificadas como “Cloroplasto”, lo que resulta en 800,677 secuencias conservadas al final del
proceso, esto da pie a concluir que el proceso se ha desarrollado correctamente y que en su

mayoria las secuencias filtradas corresponden a cloroplasto.

Tabla 5. OTUs de bacterias identificados a diferentes niveles
taxondémicos.

Label 1 2 3 4 5 6 7

numOtus 1432 565 261 114 42 2 1

Considerando que el archivo taxondmico dispone de 15 niveles, previo al agrupamiento
filogenético las taxonomias resultantes para las secuencias se modificaron para contener solo 7

niveles. Tabla 6. indices de diversidad de bacterias calculados a partir de datos
normalizados. El indice S.obs muestra el nimero de OTUs observado en
las submuestras y S.chaol muestra una estimacién de riqueza, con estos
indices se calculd un porcentaje de cobertura y adicionalmente con S.obs
se determind cobertura por el método de Good.

Los niveles corresponden a 1-

Genero, 2-Familia, S.obs S.chaol % Cobertura| Simpson | Shannon
’ (Estimado) | Cobertura| de Good

3-Orden,  4-Clase, 13 ima root 173| 2410771 71761 0.9616 0.379 2.237
5-Filo, 6-Dominio y Defensina_root 229 303.286 75.506 0.9491 0.219 3.097

Lis-Def_root 178 235.417| 75.611| 0.9604 0.269 2.595
7-Root. 5€ [Control_root 171| 256.800] 66.589]  0.9620 0.455 1.909
esperaria que el (TO 328 349.577 93.828 0.9869 0.025 4.455
_ Lisozima_t1 333| 378.000/ 88.095| 0.9867 0.033 4.408
nivel 6 |Defensina_t1 332 430077 77.195| 0.9867 0.020 4.600
correspondiente al LiS/DEf_tl 324 373.500 86.747 0.9870 0.021 4.574
o _ Control_t1 330 383.040| 86.153|  0.9868 0.027 4.408
Dominio™ tuviera [i:c65ima_t2 356| 421.207| 84.519|  0.9858 0.021 4.609
un numero de |Defensina_t2 324 369.000 87.805 0.9870 0.024 4.482

Lis/Def_t2 334| 364.100/ 91.733|  0.9866 0.025 4.417
OTUs igual @ 1 ya [control t2 349] 383500 91.004] 0.9860 0.019 4.659
que solo deberian |Lisozima_t3 346| 388.000] 89.175|  0.9862 0.019 4.616

Defensina_t3 334| 373.808] 89.351] 0.9866 0.019 4.592
de tenerse | is/pef _t3 345| 375.886 91.783 0.9862 0.019 4.603
“Bacterias”; sin |Control_t3 325| 355.875| 91.324] 0.9870 0.018 4.621

embargo, aun con el filtrado permanecieron dos secuencias clasificadas como “unclassified”.
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Debido al alto nimero de OTUs identificados a nivel de género, la tabla de OTUs se generd a partir
de la informacidn del nivel 2 (Familia), datos con los cuales se generaron las curvas de rarefaccion,

b-diversidad, se graficé la abundancia relativa y se evalud la similitud entre los tratamientos.

Para construir las curvas de rarefaccion se normalizé el tamaio de las muestras de suelo a 25,000
que es el tamafio de la muestra mas pequena, en el caso de los datos de raiz al tener una menor
cantidad de secuencias solo fue posible muestrear 4,500 lecturas. Este tipo de graficos nos da

informacién de la cobertura del muestreo y de la diversidad en las diferentes muestras.
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Figura 11. Curva de rarefaccion para datos 16S. Se submuestrearon 25000 lecturas de muestras de suelo y 4500 de raiz
debido a la diferencia en el nimero de lecturas de ambas poblaciones.

En general, se puede observar que las muestras de raiz tienen una menor riqueza comparada con
las muestras de suelo, por otro lado las curvas en la mayoria de los casos tienden a acercarse a la
asintota. Analizando las estimaciones de diversidad de poblacion Chaol y comparandolo con la
observada podemos notar que se cubre aproximadamente un 90 % de la poblacion del suelo y un
75% de la poblacién de raiz, esto posiblemente debido a la baja cantidad de informacidén que se
dispone para estas muestras. En diversos trabajos se hace uso del indice de “Cobertura de Good”

el cual tiene valores arriba del 90% en todos los casos como se puede observar en la Tabla 3.
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Las principales diferencias que muestran los indices de diversidad (Simpson y Shannon) se pueden
observar entre muestras de suelo y raiz siendo mas bajo en los tejidos de raiz posiblemente
atribuible al nivel de cobertura de éstas, aunque la estimacion de Chaol en estas muestras sigue
siendo mas baja que la estimada para suelos. Tanto en muestras de raiz como de suelo no se
observa una reduccién en la diversidad de los tratamientos los cuales tienen un comportamiento

muy similar a los controles.

A nivel de filo o divisidn se identificaron 42 grupos como se muestra en la Figura 12, de estos los
10 primeros (Otu0001-0tu0010) muestran ser los mds abundantes. La distribucion de abundancia
es semejante dentro de cada tipo de muestra (Raiz, suelo), podemos observar que el Otu0002
correspondiente a “Firmicutes”, es el mds abundante en muestras de raiz y las proporciones de
este y otros “Otus” son similares entre los diferentes tratamientos; por otro lado la dominancia del
Otu0002 en raiz, no es comparable con las muestras de suelo donde su proporcidn se reduce
considerablemente. El Otu0001 clasificado como “Proteobacteria” presenta una mayor
abundancia en suelo, en comparacidn con las muestras de raiz ademas que otros grupos como el
Otu0003, Otu0004, Otu0005, Otu0006, Otu0007 y Otu0008 tienen una mayor abundancia relativa

respecto a las de raiz.
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Figura 12. Abundancia relativa de bacterias agrupadas a nivel de "filo". Se observa como cambia la dominancia del
0Otu0001 y Otu0002 en muestras de suelo y raiz.
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A nivel de familia se determinaron 565 Otus de los cuales en suelo 48 tienen una abundancia
mayor al 1% en al menos una de las muestras, los mas abundantes son el Otu0002 (Unclassified) y
el Otu0003 (Lachnospiraceae) en rangos de 5 al 10% como se muestra en la Figura 5. En su
mayoria los Otus tienen una abundancia menor al 5% y se pueden observar ligeras diferencias

relacionadas con el nivel de abundancia.
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Figura 13. Distribucién de abundancia relativa en suelo de OTUs de bacteria a nivel de "Familia". Los OTUs con mayor
abundancia se encuentran en rangos del 5 al 10%.
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En muestras de raiz el OTU mas abundante es el Otu004 clasificado como “Bacillaceae” con una
abundancia del 40 al 60%, seguido del Otu005 (Paenibacillaceae) con abundancia alrededor del
10%, ambas familias tienen una abundancia menor al 5% en muestras de suelo por lo que es

notable su enriquecimiento en raiz. En comparacién con muestras de suelo, los Otu0002 y

Otu0003 parecen tener una abundancia menor en estas librerias.
Otuli0]l,unclassified
Ctul002 , unclassified
Otul003, Lachnospiraceas

| BN ©tu0004,Bacillaceas

Otul008, Pasnibacillaceas
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COtulill, unclassified
Otul0l8, Cytophagaceas
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otul093, sphingomonadaceas
Cotul099, Burkholderiaceas
COtull03, unclassified
Otulll9, Mycobacteriaceas
Otull27, Enterchacteriaceas
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Figura 14. Distribuciéon de abundancia relativa en raiz de OTUs de bacteria a nivel de "Familia". Hay una mayor
representatividad del Otu004 y Otu005 con abundancias del 60 y el 20%.

Comparando la abundancia relativa de Otus de muestras cuyos tratamientos corresponden a
arboles transgénicos con darboles silvestres, no se observa una diferencia en la distribucion de los
Otus ademds que los indices de diversidad calculados no muestran una disminuciéon en la
diversidad de las poblaciones, por lo que para evaluar la similitud entre las poblaciones y descartar
diferencias asociadas a los antimicrobianos, se determind la distancia entre las muestras a partir

del método de Bray-Curtis.
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El agrupamiento de las muestras a partir de la matriz de distancia muestra dos diferentes grupos a
un nivel de disimilitud del 70% que corresponden a muestras de raiz y de suelo. Dentro de ambos
grupos las diferencias entre tratamientos van de un rango del 10 al 25%. A un nivel de disimilitud
del 20% aproximadamente se observa la formacién de 6 diferentes grupos, 4 de los cuales agrupan
muestras de suelo (C, D, E, F). El nodo “F” es el grupo de mayor tamafio y se conforma por
muestras de los tiempos t1, t2 y t3, que se subdividen a un nivel de disimilitud cercano al 18% en
un grupo con la totalidad de muestras del t3 y en otro grupo con muestras del t1y t2. El grupo “D”
por otro lado relaciona muestras del “t1” con el “t0”, y los nodos “C” y “E” corresponden a
muestras que se separan de los grupos (F y D). Esto da indicios de una relacidn entre el tiempo vy el
cambio en la estructura de las poblaciones, ademds se observa que la magnitud de la diferencia
que limita la formaciéon de diferentes grupos es pequefia. Comparando las plantas control
(Wildtype) con los diferentes tratamientos, estos parecen tener un comportamiento similar por lo
que las diferencias que pudieran existir podrian estar relacionadas con la heterogeneidad del

suelo.
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Figura 15. Analisis de disimilitud de poblaciones de bacteria a partir de la matriz de distancia generada por el método
de Bray-Curtis. En el eje “y” se muestra el coeficiente de disimilitud y en el eje “x” se identifican con letras los grupos
generados a un coeficiente de 0.2. Se sefiala en el rectangulo, el subgrupo generado en el nodo “F” que agrupa las
muestras del “t3”, un posible indicativo de la relacion del tiempo con el cambio en las poblaciones.
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Tabla 7. Comparacion de grupos con el algoritmo de UniFrac weighted, se muestra la disimilitud (WScore) y la
significancia del andlisis para cada par de datos de muestras 16S.

Groups WScore
T1-T2 0.660108
T1-T3 0.629924
T2-T3 0.526869

T1-T4 0.637588

T2-T4 0.677818

T3-T4 0.677818
T1-root 1
T2-root 1
T3-root 1
T4-root 1

T1-t0 0.904102
T2-t0 0.881247
T3-t0 0.881247
T4-t0 0.937673
root-t0 1
t0-t1 0.881331
t0-t2 0.910935
t1-t2 0.764401
t0-t3 1
t1-t3 0.901275
t2-t3 0.829796

WSig
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010

0.006
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010
<0.0010

0.274

0.047

0.049

0.004
<0.0010
<0.0010
<0.0010

Para evaluar el efecto de las variables tiempo y tratamiento se
asignaron las muestras a diferentes grupos de estudio y con el
algoritmo de UniFrac weighted se obtuvo el grado de
disimilitud asi como el pardmetro de correlacion. Se observa
que cuando las muestras se agrupan en funcién del
tratamiento (T1-T2-T3-T4), las diferencias son significativas con
un coeficiente de disimilitud alrededor de 0.6 entre los grupos,
por otro lado cuando se establecen en funcidn del tiempo (t0-
t1-t2-t3), el coeficiente entre los grupos es en la mayoria de los
casos mayor a 0.8 y significativos considerando un “0” de 0.05.
Las mayores diferencias se observan entre el tiempo tO y el t3
y comparando muestras de raiz con tratamientos (T1-T2-T3-

T4-root).

Las diferencias parecen tener mayor relacién con el tiempo

dado que tienen un coeficiente mayor a los grupos formados

en relacion al tratamiento, adicionalmente el analisis de varianza (amova, analisis de varianza

molecular) sefiala que las poblaciones son significativamente diferentes (P-value < d) cuando las

muestras son agrupadas en funcidn del tiempo y que las poblaciones no son diferentes al

relacionar las muestras por tratamiento.

Tabla 8. Tabla AMOVA Bacterias. Se evaluan los grupos de estudio “Tratamieno” y “tiempo”, siendo significativamente
diferentes las agrupaciones definidas en funcién del tiempo utilizando un error de 0.008 (La correccién de Bonferoni

para un “alpha” de 0.05).
T1-T2-T3-T4 Among

SS 0.046105
Df 3
mMS 0.0153683
Fs: 0.715244
P-value 0.843

Within Total t0-t1-t2-t3 Among Within Total
0.171895 0.218 SS 0.128564 0.123011 0.25157
8 11 df 3 9 12
0.0214868 MS 0.0428547 0.0136679
Fs: 3.13543
P-value: <0.001*
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Analisis de datos de secuenciacion del gen 18S

Se obtuvieron 1'360,141 secuencias resultantes del proceso de secuenciacion que corresponden a
trece muestras de suelo y cuatro de raiz. Para evaluar la calidad de las secuencias, estos archivos
se procesaron en FastQc antes y después de ser depuradas en TrimmomaticSE para monitorear el
proceso. Tomando en consideracion las condiciones evaluadas en bacterias, se usaron los mismos
pardmetros (SLIDINGWINDOW:5:20) aumentando para este caso la longitud minima a 280
(MINLEN:280). El resultado es una reduccién en el 70% de la informacién debido a que el proceso
de depuracién corta aquellas secciones de baja calidad dejando secuencias muy cortas que
posteriormente son filtradas al no cumplir el minimo de longitud. Conforme se reduce el rango de
calidad en el “SLIDINGWINDOW” se incrementa la longitud de las secuencias sin embargo aun con
un minimo de 200 Unicamente se conserva el 50% de las secuencias. De los diferentes parametros
evaluados se optdé trabajar con “SLIDINGWINDOW:4:17” y “MINLEN:200” con lo que se conserva
del 40 al 60% de la informacidn, adicionalmente se eliminaron 15 posiciones al inicio de las

secuencias ya que la posicion 7 y 15 presentan valores de calidad muy bajos.

Tabla 9. Relacion del nimero de secuencias a lo largo de las diferentes etapas del andlisis de amplicones 18S.

Suelo y raiz
Proceso Secuencias Secuencias
unicas totales
Alineamiento/Filtrado 720312 62978
Precluster 720312 21282
Eliminacién de quimeras 720004 21162
Filtrado de linajes 621568 16764

En total se procesan 720,689 secuencias resultantes del proceso previo, las cuales se reducen a
720,312 posterior a la depuracién de lecturas con homopolimeros mayores a 8, del total de
lecturas 276,466 secuencias son Unicas y con ellas se procede a continuar el analisis. Como se
observa en la Tabla 9, el filtrado de secuencias no clasificadas como “Fungi” descarta

aproximadamente 100,000 secuencias que corresponden a Eucariontes diversos.

Posterior a la clasificacion se disponen de 15 niveles filogenéticos por lo que se acondiciona para
contener solo 12 niveles (Ya que es la informacidn disponible para este taxa). En su mayoria los
hongos estan clasificados dentro del subreino “Dikaria”; sin embargo, la divisién “Glomeromycota”
aunque es una divisién polifilética al no pertenecer a este u otro subreino, erréneamente en el

archivo taxondmico la division se encuentra en la posicion correspondiente a subreino. Para
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alinear correctamente las clasificaciones en el nivel correspondiente, se insertdé una posicién en
hongos de esta division (Glomeromycota) de manera que a nivel de subreino se clasificaran como
“Unclassified”. Esta correccidon es importante ya que el paso posterior involucra un agrupamiento

filogenético por lo que los niveles deben corresponder con la clasificacion.

Tabla 10. Numero de OTUs de hongos determinados a diferentes niveles filogenéticos.

Label 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

numOtus 96 72 48 26 14 10 4 1 1 1 1 1

En la Tabla 8, se muestra el resultado del agrupamiento filogenético para el cual los diferentes

niveles corresponden a 1-Género, 2-Familia, 3-Orden, 4-Clase, 5-Subdivisidn, 6-Divisidn, 7-

Subreino, 8-Reino, 9-Subgrupo, 10-Clado, 11-Dominio y 12-Root. Los analisis de diversidad,

similitud, cobertura, entre otros se llevaron a cabo a partir de la tabla de OTUs generada del nivel

2 correspondiente a “Familia”.

La Tabla 11, muestra diferentes Tabla 11. indices de diversidad de hongos calculados a partir de datos
normalizados. El indice S.obs muestra el nimero de OTUs observado en las

indices de diversidad calculados;  submuestras y S.chaol muestra una estimacion de diversidad, con estos
indices se calculd un porcentaje de cobertura y adicionalmente con S.obs se

S.obs y S.chaol, determiné cobertura por el método de Good.

son indicativos de S.0bs S.chaol % Cobertura | Simpson | Shannon
(Estimado) | Cobertura| de Good

la riqueza de Otus |Lisozima_root 24 26 92.308 0.9976 0.840 0.474
_ Defensina_root 18 2325  77.419]  0.9982 0.921 0.223
y a partir de ellos |20 o oot 27 27| 100.000] 0.9973 0.508 1.178
se puede evaluar la |Control_root 34 35| 97143  0.9966 0.187 2.095
T0 33 33.25|  99.248)  0.9967 0.200 2.011
cobertura del fisozima_t1 38 41|  92.683] 0.9962 0.181 2.120
muestreo. En la |Defensina_t1 32 35|  91.429] 0.9968 0.228 1.966
) Lis/Def_t1 37 55| 67.273]  0.9963 0.193 2.058
mayoria  de los o0 6o 38 455 83.516] 0.9962 0.182 2.141
casos se observa |Lisozima_t2 40 42.143 94.915 0.996 0.217 2.013
_ |Defensina_t2 39 42| 92857 0.9961 0.172 2.161
que el porcentaje [ ne¢ ) 40 47| 85.106 0.996 0.146 2.258
de cobertura esta |Control_t2 33 33 100.000 0.9967 0.138 2.260
Lisozima_t3 40 54|  74.074 0.996 0.153 2.231
por arriba del 90%, [pefensina_t3 24 265 90566] 09976]  0.602]  0.867
mientras que el |Lis/Def_t3 33 40 82500 0.9967 0.346 1.470
Control_t3 32 32.6] 98.160] 0.9968 0.229 1.795

indice  “Cobertura
de Good” asciende a 0.99. Los valores de porcentaje de Cobertura coinciden con el
comportamiento de las “Curvas de rarefaccion”, como ejemplo tenemos la muestra Root_defensin

gue tiene una cobertura del 77%, donde se puede notar que la curva sigue creciendo en
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comparaciéon a muestras como Lis-Def_root y Wildtype_t3 que tienen valores de 100 y 98%

respectivamente y cuyas curvas muestran una saturacion congruente con los valores calculados.
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Figura 16. Curvas de rarefaccion de librerias 18S en muestras de suelo y raiz.

En general, se puede observar menor riqueza en muestras de raiz que de suelo, a excepcién de
“Control_root” que presenta un valor muy alto similar al de suelo y “Defensina_t3” que por otro
lado presenta una reduccién considerable. Los indices de diversidad muestran de igual manera un
bajo nivel en muestras de raiz “Lysozyma_Root” y “Defensin_root” asi como una reduccion en los

valores de muestras del tiempo 3.

Se identificaron 26 grupos filogenéticos a nivel de clase, el mas dominante es el Otu001 clasificado
como “Sordariomycetes”, en raiz tiene una abundancia relativa mayor al 95% en tratamientos de
“Lisozima”, “Defensina” y “Lis/Def” mientras en el control tiene una abundancia cercana al 90% lo
qgue hace que se incremente la abundancia de otros grupos y a su vez probablemente el nivel de
diversidad de la muestra. Las muestras de suelo del tiempo 0 y tiempo 1 denominadas como “t0” y
“t1” respectivamente, tienen un comportamiento muy similar al descrito en el control de raiz
(Wildtype_root); sin embargo, la proporcion de “Sordariomycetes” parece reducirse en el tiempo 2
y tiempo 3 de muestreo (t2 y t3 respectivamente), aumentando la abundancia del Otu02
(Unclassified) en el tiempo 2, el cual se reduce en el tiempo 3 donde se incrementa el Otu03
(Unclassified) como se observa en la Figura 17.
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Figura 17. Abundancia relativa de hongos agrupados filogenéticamente a nivel de clase. En el eje se muestran los
diferentes tratamientos en muestras de raiz (root) y suelo a lo largo de los tiempos de muestreo (Tiempo 0, “t0”;
Tiempo 1, “t1”; Tiempo 2, “t2” y Tiempo 3, “t3”).
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Con los datos de la tabla de Otus definida a partir del nivel taxonémico de “Familia” se grafican los
grupos que se encuentran presentes con una abundancia relativa de al menos 0.5%. El Otul0
clasificado como “Nectriaceae” es el que muestra una mayor abundancia en rangos del 70% al 80%
en los tratamientos en tejido de raiz (Lysozyme_root, Defensin_root, Lys-Def _root) y Defensin_t3
de suelo, en el resto de las muestras incluido el control de raiz (Wildtype_root) su abundancia esta
en un rango del 20 al 30%, adicionalmente el Otu01, Otu02, Otu06 y Otul2 estan mayor
representados con valores alrededor del 20% en muestras de suelo (Excepto Defensin_t3) y en el

control de raiz (Wildtype_root) como se muestra en la Figura 18.

De forma similar al andlisis de bacterias, las muestras de raiz a excepcion del control
(Wildtype_root) se separan del grupo de muestras de suelo con un coeficiente cercano a 0.7
mientras las diferencias entre muestras de suelo van de un rango de 0.1 a 0.6. Dentro del grupo
“F”, se forma un subgrupo a un coeficiente de 0.1 aproximadamente que corresponde a muestras
del “t1” y “t0” principalmente que como se observaba en la Figura 19 son muy similares unas de

otras.
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Figura 18. Abundancia relativa de OTUs de hongos definidos a nivel de Familia. En el eje X se sefialan las muestras
graficadas y la agrupacion generada a partir del analisis de distancia. Los asteriscos muestran los OTUs que parecen
tener mayor participacion en la segregacion de los grupos. Se marcan las muestras Wildtype_t2 y Wildtype_t3 como
ejemplos del cambio de las poblaciones en el muestreo t3. El color verde sefiala valores de abundancia relativa
cercanos a cero.

A B C D E F G

Figura 19. Analisis de disimilitud de poblaciones de hongos a partir de distancias calculadas por el método de Bray-
Curtis. Se muestran los grupos generados con un indice de disimilitud menor a 0.3. El cuadro punteado sefala un
subgrupo en “F” con un indice cercano a 0.1.
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La muestra Wildtype_root (Control de raiz) por otro lado se asemeja a muestras de suelo del
“tiempo 1” como se observaba en la Figura 17, éste mismo grafico permite sefialar que posterior
al “tiempo 1”, el cambio en las poblaciones sigue un comportamiento similar en los muestreos
posteriores; sin embargo, las diferencias entre las muestras son mas notorias, lo cual se refleja en

|ll

la magnitud del coeficiente de disimilitud entre muestras del “tiempo 3” en los grupos “B” y “C”,

del “G” y de la muestra de Defensina del tiempo 3 (Defensin_t3). De igual forma en la Figura 18 no
se observan diferencias muy notables entre muestras del “tiempo 0”7, “tiempo 1” y “tiempo 2”,
pero en muestras del “tiempo 3” éstas se acentuan; los asteriscos en el diagrama sefialan los OTUs
donde se observa los cambios en abundancia mas relevantes y que pueden por tanto definir la
segregacion de grupos. Se sefalan también las muestras Wildtype_t2 y Wildtype t3 para
ejemplificar el cambio entre el “tiempo 2” y “tiempo 3”, en ellas se observa un ligero
enriguecimiento del Otul0 y Otu04 mientras el Otu06 se reduce del 20% a valores cercanos a
cero, este comportamiento es similar al de las muestras “Lys-Def” y “Defensin” en el “tiempo 2”
y “tiempo 3”sin embargo, en la muestra de defensina (Defensin) el enriquecimiento del Otul0 es
mucho mas notable que en las anteriores.

Tabla 12. Comparacidon de grupos con el algoritmo de UniFrac weighted, se muestra la disimilitud (WScore) y la
significancia del andlisis para cada par de datos de muestras 18S.

Groups WScore WSig En la Figura 19 se observan las relaciones que existen entre

T1-T2 0.585864 0.007 . . .,
las muestras, como se analizaba tienen mayor segregacion

T1-T3 0.489128 <0.0010

T2-T3 0.562099 <0.0010 | a un coeficiente un poco mayor que en el andlisis de

Ul AR SLnl bacterias; sin embargo, la informacién de la Figura 18

T2-T4 0.557856 <0.0010

T3-T4 0.247099 <0.0010 | muestra que hay similitud en el comportamiento con

T1-root 0.801968 <0.0010 | cambios de diferente magnitud. Al analizar la matriz de

T2-root 0.560197 <0.0010

T3-root 0.778203 <0.0010 | distancias con el comando “unifrac.weighted” de “mothur”

T4-root 0.778203  <0.0010 | se observa que las diferencias entre los grupos definidos en

T1-t0 0.700424 <0.0010 . )

T2-t0 0585864 0.042 funcién del tratamiento son del alrededor de 0.5, cabe

T3-t0 0.471447 0.01 sefialar que las diferencias entre tratamientos y raiz no son

T4-t0 0.47544 <0.0010 disti | deb s (WS C1E

" oottD 0.801968 <0.0010 | Muy distintas como en el caso de acterias (WScore = 1). En

t0-t1 0.329869 0.117 el caso de los grupos formados en base al tiempo de

t0-t2 0.623719 <0.0010 . T
muestreo (t0-t1-t2-t3), el coeficiente de disimilitud es

t1-t2 0.482515 0.002

t0-t3 0.844605 <0.0010 | menor entre t0-t1-t2, sin embargo este se incrementa para

t1-t3 0.844605 <0.0010 el “43”

t2-t3 0.844605  <0.0010 '

Para determinar el efecto de las diferentes variables, se establecieron grupos de estudio definidos

por las variables “Tratamiento” y “tiempo” y se evaluaron con el analisis de varianza “amova”,
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identificAandose que hay diferencias significativas entre los grupos generados en funcién de la

variable tiempo (P-value < a) de manera que las poblaciones cambian a través del tiempo de

manera igual sin una influencia aparente por la expresién de los antimicrobianos.

Tabla 13. Tabla AMOVA Hongos. Evalua los grupos de estudio “Tratamiento” y “Tiempo”, siendo significativamente
diferentes las agrupaciones definidas en funcién del tiempo utilizando un error de 0.008 (La correccion de Bonferoni

para un “alpha” de 0.05.
T1-T2-T3-T4 Among

SS 0.178879
df 3
Mms 0.0596265
Fs: 0.388285
P-value: 0.938

Within
1.22851

8
0.153564

Total
1.4073
9
11

t0-t1-t2-t3
SS

df
MS

Fs:
P-value:

-58 -

Among
0.853116

3
0.284372

4.23719
0.003*

Within
0.604021

9
0.0671134

Total
1.45714
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Discusion

En relacién a los resultados obtenidos de la secuenciacién de fragmentos del gen que codifica la
subunidad ribosomal 16S y 18S, las secuencias con valores de calidad de 20 o mayor en la escala
de Phred33, fueron considerados de alta calidad, en concordancia con lo reportado por Quail, et
al., 2012. Por lo que aun cuando el valor se redujo a 25, que era el recomendado por el protocolo
utilizado, las secuencias conservadas posteriores al filtrado en este estudio, siguen manteniendo
una buena calidad. Contrario a plataformas de secuenciacién como llumina que obtiene niveles de
calidad igual o mayor a 30, en lonTorrent se reportan alrededor de 20 (Quail, et al., 2012), esto
hace que bajo los mismos parametros de evaluacién, se conserve un mayor nimero de secuencias
en llumina, por lo que considerando el desempeno de las plataformas se sugiere usar pardmetros
de filtrado mas laxos para lonTorrent con el objeto de no excluir organismos (Salipante, et al.,
2014). Tomando en cuenta que el filtrado conserva del 50 al 60% de secuencias 16S bajo un valor
de calidad de 20, podria considerarse entonces reducir el valor para conservar un mayor numero

de lecturas como fue el caso en lecturas del gen 18S, donde el valor de calidad utilizado fue de 17.

En los diferentes niveles taxondmicos se tienen cierto nimero de OTUs no clasificados los cuales
se incrementan conforme el nivel es mas bajo como “Género”. Esto es resultado de diferentes
condiciones como la base de datos de referencia, Spain, et al., (2009), estudia la microbiota de
suelo proveniente de una granja en Oklahoma, y entre sus resultados observan que del 50 al 65%
de los OTUs encontrados no estan caracterizados a nivel de orden y familia, por lo que consideran
que la diversidad es mucho mas amplia que la representada en las bases de datos. Adicionalmente
a estas observaciones Spain, et al., (2009), cita un reporte de Janssen donde sefiala las diferencias
en la asignacion taxondmica en funcidn del tamaiio de las secuencias, donde la proporcién de
Proteobacterias cambiaba de 25-40% para secuencias mayores a 300pb a 42-50% para secuencias
de tamanio aproximado a 100, por lo que Janssen, et al., (2006) filtra secuencias menores a 300pb
debido a que las asignaciones para este tipo de secuencias no son muy validas; el andlisis del
presente trabajo considero secuencias alrededor de 200 pb por lo que las taxonomias descritas asi

como sus proporciones pueden solo ser una aproximacion de la composicion del medio.

Para evaluar la calidad del muestreo, se llevé a cabo el andlisis de rarefaccién donde se normaliza
el tamafo de las muestras, con lo que se construyen curvas de acumulacién bajo el fundamento
de que conforme el esfuerzo de muestreo es mayor, la curva tenderd a una asintota como
indicativo de que todos los organismos han sido observados (Gotelli, et al., 2011; Hughes, et al.,

2001), esta representacion permite observar cualitativamente el nivel de cobertura alcanzado en
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el muestreo y compararlo ademas con el del resto. Como se describe en la Figura 11, se identificd
una menor riqueza de bacterias en muestras de raiz dado que las curvas en este caso tienen una
altura menor y un crecimiento mas lento lo que Gotelli, et al., (2011), asocia con un menor
contenido de filotipos y una distribucion menos uniforme contrario al crecimiento rdpido de las

curvas de muestras de suelo.

Para tener una imagen mas cuantitativa de la cobertura, mediante la funcidon “estimateR” del
paquete “vegan” en R, se determinaron las especies observadas (S.obs), las estimadas (S.chao1l),
asi como el indicador de “cobertura de Good”. Al calcular el porcentaje de cobertura con los datos
de S.obs y S.chaol, se observan valores congruentes con las curvas de acumulacién de especies a
diferencia de la estimada por “cobertura de Good”; sin embargo, este indice estd influenciado por
la presencia de grupos muy abundantes dado que supone que si la mayoria de OTUs solo se han
visto una vez, el nimero de OTUs no detectados podria ser alto por lo que “C” tenderia a cero

(Hughes, et al., 2004), por tanto este indicador estaria sobreestimando la cobertura de muestreo.

C=1-()
N
Ecuacion 1. Cobertura de Good. La ecuacion muestra en “s” el nimero de OTUs o filotipos y como N el nimero total de

lecturas.

S.obs y S.chaol, son
i estimadores no

paramétricos basados en

300
Mark-release-recapture

(MRR) que consideran la
200

proporcién de OTUs que

100 fueron observados

' 300 multiples veces

(Recapturados) en

— Lysozyme — Defensin — Lys/Def — Wikdtype comparacion con los que

fueron observados solo

una vez, esto se lleva a

Figura 20. Curvas de acumulacién de especies para datos de bacteria de la muestra cabo  por  repeticiones
“tiempo 3”, se incluyen los intervalos de confianza para comparar la similitud de . )
las muestras. Se grafica en “x” el nimero de lecturas y en “y”, el nimero de aleatorias lo que permite

filotipos observados (S.obs). defini int | d
erinir Intervalos e

confianza que pueden compararse con el resto de las muestras y definir si existen diferencias
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significativas (Hughes, et al., 2001). El analisis de muestras de bacterias en la Figura 20, permite
observar que aun cuando las diferencias entre las muestras parecen ser muy pequeiias, el
intervalo de confianza solo asocia la muestra de “Lysozyme” y “Lys-Def”, mientras que el IC del
control y la muestra de defensina no se sobreponen con alguna otra muestra lo que denota bajo la
afirmacion de Hughes, et al., (2001), que existen diferencias significativas entre las muestras; sin
embargo, se asume que la distribucién actual de la muestra estd relacionada con la distribucion
real (Hughes, et al., 2004). Considerando la heterogeneidad del suelo, las muestras compuestas
pretenden disminuir la variabilidad, dado que muestras individuales pueden presentar mayor
variacion ademads de consumir tiempo y recursos (DOF, 2003), con ello se pretende entonces
disminuir la variabilidad aleatoria relacionada con las caracteristicas bioldgicas de las muestras
(Sanchez-Pla & Ruiz de Villa, 2010.); sin embargo, sin replicas técnicas no se puede evaluar la
precision del andlisis por lo que las diferencias observadas podrian ser producto del error

experimental (Montgomery, 2004).

Analizando la evolucion de los diferentes tratamientos con el tiempo, se observa un
comportamiento similar entre datos de bacterias y hongos, a lo largo del estudio se presentan
fluctuaciones en el nimero de S.obs de diferente magnitud (Figura 21) sin embargo el patrén

entre muestras diferentes es muy similar.

509
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Defensin Wildtype
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Figura 21. Curvas de acumulaciéon de especies para datos de hongo del tratamiento "Defensin" y el control
"Wildtype". Se incluyen los intervalos de confianza para comparar la similitud de las muestras. Se grafica en “x” el
numero de lecturas y en “y”, el nimero de filotipos observados (S.obs).
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De forma similar los estimadores de diversidad son no paramétricos y las multiples repeticiones
aleatorias permiten definir intervalos de confianza, existe también similitud entre algunas
muestras considerando que los IC’s se sobreponen, el analisis de varianza factorial rechaza las
hipotesis nulas por lo que hay un efecto derivado de la variable “tiempo” y “tratamiento”. De
manera semejante al caso previo, la varianza de estos datos corresponde Unicamente a la
distribucién de la muestra por lo que podrian no representar la poblacion de la cual se extrajo. Los

analisis de hongos muestran mayor heterogeneidad asi como un nivel de diversidad mas bajo.
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Figura 22. Comparacion de diversidad a partir del indice Inversa de Simpson. Se muestra en a) datos de bacteriay en b)
datos de hongos.

En comparacién con los datos de S.obs, estos indicadores, Inv-Simpson, Shannon, entre otros;
estan influenciados por los componentes de uniformidad y riqueza por lo que aun cuando
muestras como “Wildtype t3” de bacterias poseen menor filotipos observados que otras
muestras, su diversidad es mayor, el indice de Simpson es mas sensible a la abundancia mientras
Shannon a la riqueza (Hughes, et al., 2004) por lo que las muestras de estos experimentos con
riqueza similar tienen indice de Shannon muy similares en comparacién con el indice de Simpson.
Considerando que diversos estudios plantean que la capacidad de las plantas de moldear la
microbiota en sus raices se limita a modificar la abundancia de los organismos presentes, podria
resultar mas adecuado el indice de Simpson en la comparacién de poblaciones. Se observa
también el cambio rdpido en las poblaciones de bacterias pasado el “tiempo 0” y como en el
“tiempo 3”, las diferencias son menores, en las comunidades de hongos el cambio parece ser mds
lento dado que en el “tiempo 1” la estructura es muy similar al “tiempo 0”, por lo que de ser
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cambios asociados a la seleccion de organismos en raiz podria esperarse que al igual que en

bacterias, las muestras lleguen a tener una diversidad similar entre ellas.

Consistente con los taxas encontrados, Aislabie, et al., (2013), menciona que de todos los filos
entre los cuales estan subdivididas las bacterias, 10 de ellos son los mas abundantes en suelo, en
mayor proporcién se encuentran las Proteobacterias, Acidobacterias y Actinobacterias, mientras
en menor proporcion estan las Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes, Chloroflexi,
Planctomycetes y Gemmatimonadetes principalmente; los primero 5 filos enlistados en conjunto

comprenden en promedio el 92% de las librerias en suelo (Janssen, 2006).

Estos organismos cumplen diferentes funciones en el ambiente, las Proteobacterias por ejemplo
estdn implicadas en la fijacion de nitrégeno, oxidacion de metano, oxidacién de nitrégeno y
amonio, reduccidn de sulfato y descomposicion de materia organica entre otros, las

Acidobacterias reducen nitrato y nitrito.

Estos puntos denotan las condiciones de salud del suelo aun con la presencia de plantas OGM, la
lisozima al atacar la pared celular es mas efectiva con bacterias gram positivas mientras la
defensina con bacterias gram negativas, Aislabie, et al., (2013) menciona que los microorganismos
con pared celular gram positiva tienden a ser mds abundantes en suelo, entre ellos los
representativos son las Actinobacterias y Firmicutes mientras por otro lado las Proteobacterias
representan el grupo de bacterias gram negativas, ninguno de los cuales se vio alterado en

comparacién con el control.

Por otro lado la dominancia en raiz de Fusarium sp., ejemplifica la ausencia de un efecto negativo,
debido al tratamiento de los arboles, ya que se ha reportado la eficacia de las defensinas contra
hongos como Fusarium, Phytophthora, Phaesoripsis, entre otros, asi como muchos patdgenos de
humanos, plantas e insectos, ademas de la efectividad que tienen en el control de hongos en
plantas que expresan constitutivamente este péptido (Swathi, et al., 2008; Aerts, et al., 2007). En
diferentes estudios se describe Fusarium sp., como un agente infeccioso causante de distintos
padecimientos en plantas; sin embargo, naturalmente existen suelos que suprimen el desarrollo
de la enfermedad causada por el hongo debido a caracteristicas fisicas del suelo y o factores
bidticos (Larkin, et al., 1996), en Chateaurenard Francia y en Salinas Valley en California, la
supresion es atribuible a F. oxysporum no patégeno y Pseudomona fluorescens respectivamente
(Amir & Alabouvette, 1992; Larkin, et al., 1996), a su vez se ha comprobado que el empleo de
estas cepas como agentes de biocontrol ya que reducen el desarrollo de enfermedades generadas

por cepas de este hongo (Lemanceau & Alabouvette, 1991).
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Para comparar las composicion de muestras se construyen matrices de distancia, las cuales se
grafican, de este modo si la composicion no es muy diferente las muestras se agruparan
aleatoriamente (Hughes, et al., 2004). Las muestras del analisis de bacterias tienen un bajo nivel
de disimilitud entre ellas, las agrupaciones por otro lado son ligeramente aleatorias, pero parece
haber una relacidn con el tiempo, las muestras de hongo tienen un comportamiento mas

aleatorio.

Con el propésito de caracterizar y medir las propiedades de comunidades, existen diferentes tipos
de coeficientes de similitud/disimilitud que permiten clasificar las comunidades en funcion de las
relaciones en comun que presentan. Estos coeficientes pueden ser cualitativos o cuantitativos,
Jaccard y Sorensen son ejemplos de coeficientes de cardcter binario que consideran la presencia o
ausencia de un organismo, mientras por otro lado los cuantitativos requieren informacion de
abundancia. Bray-Curtis, usado en este trabajo para la comparacion de las poblaciones, es
reportado como uno de los mejores coeficientes para cuantificar la diferencia entre muestras
(Krebs, et al., 2014), existen diferentes modificaciones de las ecuaciones de manera que se
adapten mejor a los analisis, Jaccard por ejemplo, es acondicionado para considerar no solo
informacién de presencia/ausencia sino también de abundancia, es importante mencionar que al

evaluar las comunidades con ambos coeficientes los resultados fueron muy similares.

Defensin_tl
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Lysozyme_t3
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Figura 23. Agrupacion consenso de muestras de bacterias. Se sefala en cada rama el coeficiente de bootstrapping
para esa configuracion.
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Para evaluar si la distribucion estd influenciada por efectos estocdsticos, se puede aplicar la
estrategia de Bootstrapping no paramétrico, donde réplicas de muestreos con remplazo permite
determinar la consistencia de los resultados. La frecuencia con la cual una rama es encontrada en

la misma configuracién representa el puntaje de Bootstrap (Makarenkov, et al., 2010).

A diferencia del diagrama generado a partir de la tabla completa de OTUs de Bacterias, el
submuestreo de lecturas y construccidon de drbol consenso mejora la asociacién de las muestras
considerando que el factor que muestra un mayor impacto es el tiempo; sin embargo, en hongos
continla teniendo un comportamiento aleatorio, que de acuerdo a los datos observados en el
mapa de calor, son diferencias que parecen estar asociados a la abundancia de un pequefio grupo

de OTUs especificos.

El analisis AMOVA, es un método para evaluar patrones y relaciones determinadas por analisis de
agrupamiento que estima la diferencia entre poblaciones a partir de la varianza calculada entre y
dentro de los grupos, es aplicada al estudié de la estructura genética de poblaciones y al estudio
de variacién alélica, supone que dos poblaciones evolucionan de la misma forma, sin embargo
ciertas caracteristicas pueden ser seleccionadas en funcién de diferentes factores. Aplicado al
anadlisis de poblaciones, las muestras se asignan a diferentes grupos de estudio, en este caso
“tiempo de muestreo” y “tratamiento”, a lo que el analisis sugiere que no hay una diferencia
significativa entre grupos del disefio “tratamiento”; sin embargo, si las hay en el disefio “tiempo”.
Considerando el cambio en las caracteristicas del suelo como producto de la introduccion de los
arboles, el cambio en las poblaciones estaria relacionado con la selecciéon de microorganismos en

la rizésfera, un proceso que es similar en todos los tratamientos.

En general este tipo de analisis de poblaciones por secuenciacidon de amplicones, estan limitados
por el método de extraccién de DNA ya que pueden sesgar el resultado sobreestimando o
subestimando ciertos grupos, ya que cada protocolo facilita la extraccion de una parte de la
poblacién diversa (Delmont, et al., 2011), por otro lado la abundancia de productos de PCR puede
no reflejar la abundancia relativa de las cadenas molde de DNA debido a las diferencias de unidn
del primer y a la eficiencia de elongacion (Hughes, et al., 2004), en un estudio de Tanabe, et al.,
(2015), evalua la amplificacion de 3 regiones del gen 18S, entre sus resultados explica que las
regiones con mayor variabilidad, en este caso V1-V3, genera un menor tasa de amplificacién en
comparacién con regiones de menor variabilidad, ademas que la presencia de secuencias erréneas

puede resultar en la sobreestimacion del nimero de OTUs (Chen, et al., 2013).
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Conclusiones

Se evalud el efecto de la expresidon de antimicrobianos en drboles de limén mexicano sobre las
comunidades de microorganismos que habitan en el suelo agricola. Considerando que
aproximadamente la mitad de los datos de secuenciacién son filtrados debido a la presencia de
bases con baja calidad, podria considerarse aceptable disminuir los rangos de evaluacion de
manera que se conserve una mayor cantidad de informacidn; sin embargo, debe considerarse que
la mayoria de las asignaciones erréneas provienen de secuencias de baja calidad ademas que estas

a su vez incrementan el nimero de OTUs sobreestimando el valor real.

Con base en los indicadores S.obs y S.chaol se determina que la cobertura de filotipos en las
diferentes muestras es de aproximadamente del 90%, la cobertura en muestras de raiz fue mas
baja y se observa que sus curvas de acumulacidn de especies, tienen un crecimiento mas lento

indicativo de baja diversidad.

Ya que los cambios esperados por la interaccion de las raices con las comunidades del suelo,
involucran un cambio en la abundancia de los microorganismos, es de mayor utilidad la
informacién del indice de Simpson. Considerando la informacion de S.obs, e indicadores de
diversidad, se observa que el comportamiento de los tratamientos es muy similar y no se presenta

disminucién en diversidad que pueda ser asociado a la presencia de los antimicrobianos.

Comparando la estructura de las poblaciones a partir de la distancia de Bray-Curtis, el
agrupamiento de de las muestras no presenta una relacién en funcién del tratamiento sino con la
temporalidad de las muestras. En hongos el agrupamiento es muy aleatorio ademas que el nivel
de disimilitud es mayor al presentado en bacterias, observando la estructura de hongos en el
mapa de calor, se aprecia que las diferencias de los grupos pueden estar asociadas a la abundancia

de ciertos grupos taxonémicos.
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Los filotipos encontrados en este estudio presentan mucha similitud con las descripciones de
poblaciones de microorganismos en estudios reportados, ademds que parece no haber una
alteracién en los grupos de bacterias gram positivas y gram negativas en ninguno de los
tratamientos. Por otro lado la alta colonizacidon de Fusarium sp. en las raices de los arboles de

limén descarta un efecto negativo de los tratamientos sobre el establecimiento de poblaciones.

El analisis de varianza AMOVA rechaza la hipdtesis nula de que las agrupaciones de las muestras
en base al tratamiento son diferentes entre ellas, en comparacidn con agrupaciones en funcién del
tiempo de muestreo que si presentan diferencias significativas entre grupos, diferencias que
podrian estar asociadas a la seleccidn de los microorganismos en las rizosfera de los arboles de

limon.
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Perspectivas

Incluir réplicas bioldgicas para mejorar la inferencia y comparacidn de indicadores.

Extender el tiempo de muestreo para el analisis de hongos de manera que pueda ser evaluado si

aumenta la diferencia entre tratamientos.

Evaluar la presencia de los antimicrobianos en la raiz.
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