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Glosario

Bases intercambiables: se refiere a los cationes medidos (Na*, K*, Mg?* y Ca?").

Climograma: grafica que representa los cambios en la temperatura y precipitacion
en un periodo de tiempo.

Correlograma: representacion gréfica de las correlacion que existe entre distintas
variables.

Factores abidticos: aquellos inherentes al ambiente, como las propiedades
fisicoquimicas del suelo y la estacionalidad.

Factores bidticos: se refiere a las interacciones que existen entre los organismos.

Fotosintesis oxigénica: modalidad de la fotosintesis en la que el agua es el
donante primario de electrones, liberandose oxigeno como subproducto.

Fototrofos: organismos capaces de tomar fotones de la luz del sol como fuente de
energia.

Fototrofos anoxigénicos: estos organismos convierten la energia de la luz en
energia quimica necesaria para el crecimiento y no se libera oxigeno como
subproducto.

Hipertermofilo: microorganismos cuya temperatura Optima de crecimiento es
mayor a 80°C.

Meséfilico: microorganismos cuya temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra
entre los 15y 35°C.

Oligotrafico: pobre en nutrientes.

OTU: Unidad Taxonomica Operacional (por sus siglas en inglés), término para
definir la agrupacién de un conjunto de organismos basandose en su similitud, en
este estudio se definid como el conjunto de organismos que presentaron 97% o mas
de similitud en las secuencias del gen 16S rRNA.

Quimioheterotrofo: organismos que utiliza energia liberada de reacciones
guimicas como fuente de energiay compuestos organicos como fuente de carbono.

Quimiolitétrofo: organismos que obtienen energia de compuestos inorganicos
reducidos y generalmente CO2 como fuente de carbono.

Quimiorganotrofo: organismos que obtienen energia de reacciones de Oxido-
reduccion y utiliza sustratos organicos como fuente de carbono.

Psicrofilico: microorganismos cuya temperatura Optima de crecimiento se
encuentra por debajo de los 15°C.

Rizosfera: porcidn del suelo donde los procesos mediados por los microorganismos
estan bajo la influencia del sistema radicular.
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Resumen

Efecto de factores abioticos y bidticos sobre la estructura de la comunidad

microbiana del suelo en un ambiente oligotrofico.

Palabras clave: zonas aridas, rizésfera, Agave lechuguilla, procesos deterministas y

estocasticos, seleccion.

En los suelos, las comunidades de microorganismos estan sujetas a la variacion de
factores abioticos e interacciones bidticas que existen entre ellos y otros
organismos. Nuestra hipotesis se basa en que debido a las condiciones que
presentan las zonas aridas, se espera una mayor influencia de los procesos
deterministas en la estructuracién de las comunidades, entonces entre mayor sea
la similitud en las caracteristicas ambientales, habrd una mayor similitud en la
composicion y estructura de las comunidades microbianas. El objetivo de este
trabajo fue determinar como los factores abi6ticos (propiedades fisicoquimicas del
suelo y estacionalidad, refiriéndose a lluvias y sequias), asi como interacciones
bidticas (planta-microorganismos Yy microorganismos-microorganismos), son
factores de seleccion dandole forma a las comunidades microbianas, especialmente
en zonas aridas oligotroficas. En este trabajo se llevaron a cabo dos muestreos de
las comunidades rizosféricas del Agave lechuguilla y de interespacios libres de
vegetacion, uno en temporada de secas y otro de lluvias, en cuatro sitios en el valle
de Cuatro Ciénegas en Coahuila. Se secuencio el gen 16S rRNA por Illlumina para
la caracterizacion de las comunidades microbianas y para el suelo se determingé el
carbono y nitrégeno total, pH, conductividad, humedad, materia organica, calcio,
magnesio, sodio, potasio, amonio, nitrato y fésforo. Nuestros resultados muestran
diferencias significativas tanto en las propiedades fisicoquimicas del suelo como en
la composicion microbiana de la rizosfera e interespacios, las cuales se acentlan
en época de secas. También muestran una relacion entre el pH, la conductividad,
humedad, materia organicay relacion C/N con la comunidad microbiana. Por ultimo,
entre algunos grupos microbianos persistieron interacciones que se presentaron en
todas las condiciones (rizésfera, interespacio, secas y lluvias), una correlacion
negativa entre Actinobacteria contra Bacteroidetes y Proteobacteria y una
correlacion positiva entre Bacteroidetes con Proteobacteria y Verrucomicrobia.
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Abstract

Effect of abiotic and biotic factors on the structure of soil microbial

community in an oligotrophic environment

Key words: arid zones, rhizosphere, Agave lechuguilla, deterministic and stochastic

processes, selection.

In soils, communities of microorganisms are subjected to the variation of abiotic
factors and biotic interactions that exist between them and other organisms. Our
hypothesis is based on the fact that due to the conditions presented by arid zones,
is expected a higher influence of deterministic processes in community assembly,
then, higher similarity in the environmental conditions will lead to higher similarity in
the composition and structure of microbial communities. The objective of this work
was to determine how abiotic factors (soil physicochemical properties and
seasonality) as well as biotic interactions (plant-microorganisms and
microorganisms-microorganisms), are selection factors shaping microbial
communities, especially in oligotrophic arid zones. In this work we carry out two
samplings of rhizospheric communities from Agave lechuguilla and from vegetation-
free bulk soil, one of these samplings was in dry season and the other one in rainy
season, at four sites of Cuatro Ciénegas valley in the state of Coahuila. 16S rRNA
gene was amplified and sequenced by lllumina to characterize microbial community,
for soil samples was determined total carbon and nitrogen, pH, conductivity,
moisture, organic matter, calcium, magnesium, sodium, potassium, ammonium,
nitrate and phosphorus. Our results show significant differences between
rhizosphere and bulk soil community composition and soil physicochemical
properties, such differences were accentuated in dry season. Furthermore, our
results also show that pH, conductivity, moisture, organic matter and C/N ratio are
related to the bacterial community. Finally, between some microbial groups there
were some interactions that persisted in all conditions (rhizosphere, bulk soil, dry
and rainy season), a negative correlation between Actinobacteria against
Bacteroidetes and Proteobacteria and a positive correlation between Bacteroidetes

with Proteobacteria and Verrucomicrobia.
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1. Introduccién

Los microorganismos juegan un papel esencial en la regulacion de los ciclos
biogeoquimicos y son capaces de influenciar directamente a otros seres vivos de
mayor tamafno (Nemergut et al. 2013). Las poblaciones microbianas se ensamblan
en comunidades que al tener potencial para un rapido crecimiento y periodos de
generacion cortos comparados con los macroorganismos, se les ha atribuido una
gran habilidad para adaptarse (Prosser et al. 2007), estas caracteristicas hacen de
las comunidades microbianas un buen modelo para el estudio de la ecologia de
comunidades. Esta ultima, busca entender los mecanismos basicos que ensamblan
a las especies presentes en una comunidad; estudia los patrones de diversidad,
abundancia y composicion de especies y cOmo es que estos patrones se modifican
en el espacio y tiempo (Nemergut et al. 2013; Vellend, 2010). Mark Vellend (2010)
propuso que existen cuatro procesos principales que determinan la estructura de
las comunidades, él plantea un simil con los procesos de genética de poblaciones,

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Simil entre los procesos que participan en la estructuracion de la genética de poblaciones
y en la ecologia de comunidades propuesto por Mark Vellend (2010).

Genética de Poblaciones Ecologia de Comunidades
Seleccion Seleccion
Deriva génica Deriva
Mutaciones Especiacion
Flujo genético Dispersiéon

La seleccion ocurre cuando las variantes genéticas dentro de una poblacion
son transferidas en diferentes proporciones a sus descendientes 0 a sus semejantes
(en el caso de la transferencia horizontal), beneficiando a un individuo sobre otro
(Darwin, 1859; Bell, 2008; Nowak, 2006). A nivel de una comunidad, se puede
favorecer a la especie “X” sobre la especie “Y”. Segun Vellend (2010), en una

comunidad pueden observarse tres tipos de seleccién:

1. Constante, en la cual la especie con mayor adecuacion excluira a las demas.
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2. Dependiente de la frecuencia o densidad de cada especie, es decir,
determina que se establezcan interacciones de competencia, predacion,
mutualismo, parasitismo, etc.

3. Variable en el espacio o tiempo.

Estos tipos de seleccién en conjunto, reflejan que la coexistencia de las
especies siempre dependa de intercambios de algun tipo, con diferentes especies
teniendo ciertas ventajas bajo condiciones distintas, provocadas por alguna
combinacion entre el ambiente abidtico y las relaciones bidticas entre las especies
presentes en la comunidad (Chesson, 2000). Por ejemplo, Russo et al. (2012),
llevaron a cabo un muestreo en un sitio con un gradiente de diferente tipo de suelo,
gue va desde la arcilla hasta la arena y vegetacion en su mayoria asociada al tipo
de suelo, ellos encontraron una clara diferenciacion en la comunidad microbiana
segun el sitio donde las muestras fueron tomadas, reflejando una evidente influencia

del tipo de suelo y vegetacién a los que se encontraba sometida esta comunidad.

La deriva ecolbégica son cambios aleatorios en las abundancias relativas de
las especies (Vellend, 2010). Un ejemplo de ello lo vemos en el estudio realizado
por Dini-Andreote et al. (2015), en una salinera con diferentes etapas sucesionales
(0, 5, 35, 65 y 105 afios de desarrollo del suelo), donde encontraron que entre
menos tiempo llevara actuando la sucesion, la composicion y estructura de la
comunidad de microorganismos estaria definida por procesos al azar, ya que no

seguia el mismo patrén en todas las etapas tempranas de sucesion.

La especiacion describe la creacién de nuevas especies tomando en cuenta
su contexto biogeografico y evolutivo (Vellend, 2010). Un ejemplo simple de esto,
es la investigacion que llevaron a cabo Hansen et al. (2007), en la cual realizaron
un cultivo de dos bacterias del suelo que tienden a inhibirse la una a la otra,
Acinetobacter y Pseudomonas putida, en un cultivo con espacio y sustrato limitado,
después de 5 dias, encontraron que P. putida, habia tenido una mutacion,
cambiando la interaccidn entre estas dos bacterias, mejorando el funcionamiento de

la comunidad y creciendo en una estrecha relacion.
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La dispersion se refiere al movimiento y establecimiento exitoso de una
especie a un nuevo sitio (Hanson et al. 2012). Este proceso se ha reportado por
ejemplo en un estudio realizado por Bowers et al. (2011), en el que tomaron
muestras del aire de 4 sitios distintos, la comunidad microbiana fue caracterizada y
encontraron que los microorganismos presentes en el aire, eran parte de la

comunidad microbiana del suelo, superficie de hojas y heces fecales.

Es importante resaltar que estos cuatro procesos actlian en conjunto, por lo
gue la magnitud a la que ocurre cada uno de ellos tendra un gran impacto en la

estructura de la comunidad (Nemergut et al. 2013).

La dispersion y especiacion son procesos dificilmente observables a una
escala local y en periodos de tiempo cortos, para poder analizar los patrones que
los hacen evidentes, se requieren analisis més detallados a nivel genético. Es por
ellos, que este trabajo se enfocara principalmente en la seleccién y la deriva,
entendidos como procesos deterministas y estocasticos, respectivamente, los
cuales pueden evidenciarse analizando los patrones de distribucion de los
organismos. En este sentido, si la seleccion es relativamente fuerte y el tamafio de
la comunidad es grande, la seleccidn superara cualquier efecto que pudiera tener la
deriva. Pero si la seleccion es relativamente débil y el tamafio de la comunidad es

pequenio, la deriva podria superar los efectos de la seleccién (Nowak, 2006).

Actualmente hay un debate acerca de bajo qué condiciones las comunidades
de microorganismos son moldeadas debido a procesos deterministas o
estocasticos. Dentro de los procesos deterministas se pueden tener dos tipos de

factores que ejerzan seleccion: abioticos y bidticos.

Los factores abidticos son aquellos inherentes al ambiente. Ejemplos de ellos
son la fuente de energia y de carbono, los nutrientes minerales, la composicion
i6nica, el agua disponible, la temperatura, presién, composicién del aire, la radiacion
electromagnética, pH, potencial de 6xido reduccién, superficie, etc. que afectan el
ambiente y la actividad de las comunidades de microorganismos en el suelo
(Nannipieri et al., 2003). En particular, el suelo es un microhdbitat complejo, un

sistema heterogéneo y discontinuo ya que sus caracteristicas quimicas, fisicas y
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biolégicas difieren en espacio y tiempo (Stotzky, 1997; Nannipieri et al., 2003).
Estudios previos han reportado que el pH es una de las variables mas influyentes
en las comunidades microbianas del suelo. Fierer y Jackson (2006), muestrearon
diferentes comunidades bacterianas del suelo a lo largo del continente americano y
las compararon entre si, ellos encontraron que la propiedad mas importante era el
pH, con una diversidad mayor en suelos neutros y menor en suelos acidos. Wakelin
et al. (2008), realizaron un estudio en diferentes suelos agricolas de Australia, sus
resultados también arrojaron que el pH fue la variable mas influyente y que éste se
encontraba correlacionado con el aprovechamiento del carbono y nitrégeno

disponible.

Al ser los suelos ambientes dinamicos, los microorganismos que viven en
ellos deben responder a sus condiciones cambiantes (Lauber et al., 2013). Algunos
estudios han examinado la variabilidad temporal en las comunidades microbianas
del suelo e indican que la composicién de la comunidad bacteriana y fungica puede
variar en una escala de dias (Zhang et al., 2011), estaciones (Schadt et al., 2003;
Kennedy et al., 2006; Kivlin y Hawkes, 2016) y afios (Buckley and Schmidt, 2003;
DeBruyn et al., 2011).

En el caso de la estacionalidad, se ha visto que ocurren cambios en la
estructura y composicion de las comunidades microbianas cuando son comparadas
las dos estaciones marcadas en zonas aridas y semiaridas: sequia y lluvias. Kivlin
y Hawkes (2016) llevaron a cabo un experimento en el que tomaron muestras en
monocultivos y bosques secundarios, cuatro veces en dos afios y analizaron
composicién de la comunidad, riqueza, diversidad filogenética, biomasa y actividad
enzimatica. De manera general, se observé que hubo cambios importantes en la
composicion de la comunidad microbiana asociados a las diferentes fechas de
muestreo asi como al tipo de vegetaciéon y que la riqueza, diversidad filogenética,
biomasa y actividad enzimatica fueron mayores en los muestreos de la estacion
hameda en comparacion con la estacion seca. Esto refleja que las comunidades
microbianas no se mantienen estéticas en el tiempo, sino que estdn sometidas a

cambios ambientales, en este caso particular, a la disponibilidad de agua.
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Por otra parte, los factores bi6ticos se refieren a las interacciones que existen
entre los organismos, como es el caso de las que se dan entre las plantas y los
microorganismos. Coleman-Derr et al. (2015), realizaron un estudio en tres especies
distintas de agave y muestrearon diferentes compartimentos de la planta (filésfera,
endosfera de la hoja y la raiz, rizésfera y zona cercana a la raiz), encontrando que
la comunidad bacteriana presentaba diferencias significativas en cada uno de estos

estratos, indicando que cada compartimento posee una microbiota particular.

La rizésfera es uno de estos compartimentos, este término fue acufiado por
Hiltner en 1904 para describir la porcién del suelo donde los procesos mediados por
los microorganismos estan bajo la influencia del sistema radicular. Mientras una raiz
va creciendo por el suelo, interactiia con organismos nativos del suelo y desarrolla
un microbioma. Las raices pueden crear distintos microhabitats alterando el pH, la
porosidad, las concentraciones de oxigeno (Hinsinger et al., 2003; Blossfeld et al.,
2013), mediante la produccion de una variedad de metabolitos, incluyendo
compuestos antimicrobianos (Bais et al, 2006; Dennis et al., 2010); asi como un
aporte de recursos de carbono para el crecimiento de los microorganismos,
representando de esta forma un nicho para su supervivencia (Marschner et al.,
1986, Neilands 1995; Graham y Vance 2000; Richardson et al. 2009). Se ha
observado que en comparacion con los interespacios, la biomasa y la actividad de
los microorganismos en la rizosfera aumentan como resultado de la exudacion de

compuestos por la raiz (Sgrensen, 1997; Raaijmakers et al., 2009).

A su vez los microorganismos favorecen el crecimiento de la planta a través
de mecanismos directos e indirectos. Directamente promueven el crecimiento de las
plantas incrementando la disponibilidad de nutrientes, a través de la fijacién de
nitrdgeno (Graham y Vance 2000; Richardson et al. 2009), solubilizando fosfato
inorganico y produciendo sider6foros que incrementan la disponibilidad de
nutrientes minerales como el hierro (Neilands 1995; Richardson 2001). También
contribuyen a la modulacion del balance hormonal de la planta a través de la sintesis
de hormonas vegetales, en su mayoria auxinas, citoquininas y giberelinas
(Costacurta y Vanderleyden, 1995; Spaepen et al. 2007). En el caso de los

mecanismos indirectos, éstos incluyen la sintesis de compuestos antibiéticos o
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antifingicos y la competencia por nutrientes para la prevencién de ataques de
patogenos (Van Loon et al. 1997; McCully 2005; Couillerot et al. 2009; Saharan y
Nehra 2011; Doornbos et al., 2012), los cuales pueden llevar una vida de
parasitismo en la pared celular de las plantas, en los espacios intercelulares de

varios érganos o en el xilema, causando incluso necrosis (Alfano y Collmer, 1996).

Por lo tanto, la rizésfera es un sitio donde se dan muchas interacciones que
pueden ser positivas 0 negativas y se dan entre todo tipo de organismos. Las
interacciones positivas son encuentros entre los seres vivos donde se beneficia al
menos uno de los participantes y no le causa dafo a ninguno (De Bary, 1879). Son
consideradas mutualismos cuando ambas especies se benefician de la interaccion
y comensalismos cuando solo una se ve beneficiada y la otra no se ve perjudicada.
Esta clase de interacciones juegan un rol critico en las comunidades, ya que pueden
reducir el estrés fisiolégico (ocasionado por temperatura, salinidad, sequia,
disponibilidad de nutrientes), fisico (efecto directo del viento, agua) o bidtico
(competencia, depredacion). Por lo tanto, las interacciones positivas pueden ser de
manera directa (mejorando el ambiente) o indirecta (removiendo competidores o

depredadores) (Stachowicz, 2001).

Asi como existen las interacciones positivas, también existen las negativas
en las gque los organismos compiten por espacio y recursos. Nicholson (1954)
categorizé la competencia por la limitacion de recursos en dos amplios grupos: (i)
competencia por explotacion, que involucra la rapida utilizacion de los recursos
limitantes sin la interaccion directa entre competidores; (i) competencia por
interferencia, en la que hay un antagonismo entre los competidores, con el

“ganador” apropiandose de los recursos.

El mecanismo méas estudiado para la competencia bacteriana es la
produccion de compuestos antimicrobianos. Para inhibir efectivamente a los
competidores, los antibidticos deben ser producidos en suficiente cantidad, lo que
puede requerir el esfuerzo de la poblacion completa. Estos compuestos son
utiizados para inhibir a las células adyacentes. La especificidad de los

antimicrobianos producidos varia ampliamente, desde los compuestos altamente
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especificos enfocados a una sola cepa de la misma especie, a los compuestos
toxicos generales que son inhibitorios para una diversa gama de especies (Challis
y Hopwood, 2003; Kim et al., 2006, Hibbing et al., 2010).

Una forma de visualizar las interacciones entre los microorganismos es
mediante el analisis y construccién de redes de interaccion, las cuales revelan
patrones de co-ocurrencia entre los diferentes grupos microbianos. Un ejemplo de
dichas redes son las hechas por Postma et al. (2016), quienes llevaron a cabo un
estudio en el cual tomaron muestras de la rizosfera de Cyclopia sp. en estado
silvestre y cultivado en temporada de secas y de lluvias. En las redes que ellos
construyeron, se pueden ver importantes diferencias en la composicion microbiana
de la comunidad entre la estacion seca (Figura 1.a) yla himeda (Figura 1.b). Ellos
encontraron un ndamero menor de conexiones entre los diferentes grupos de
microorganismos en la época de secas, sin embargo, reportan una mayor riqueza

de especies y diversidad en dicha estacion.

Node Fill Color

g . @ Acidobacteriaceae
@
K o . 1 @ Acidothermaceae
o N v % 4 B Actinobacteria
- . Alphaproteobacteria
- Bradyrhizobiaceae
e
L . Burkholderiaceae
° ° Environmental
~0
# 7 @  Geodermatophilaceae
e \ 4 . Microbacteriaceae
i ® \’ Sinobacteraceae
° ° @ Ssolirubrobacteriaceae
. B Xanthobacteraceae
Node Shape
) . 0 :
- Environmental
'b:“ o (J  persistent
- . y °
o | ;
,x < ; O Transient
5
g [ ]
o Edge Line Type
.’ Y S
d negative
- o —
positive
Resistance
Mg.bs.

Na.bs:

22



b)

Node Fill Color

W s - . Acidobacteriaceae
¥
@ 3 - Acidothermaceae
e.n s .
é @ Actinosynnemataceae
]
. @ Bradyrhizobiaceae
) . B surkholderiaceae
[ ] P ® @ @ ;
® Environmental
@ " ' o
= Frankiaceae
e o
@ ] . @ Geodermatophilaceae
z . g X - @ g B Hyphomicrobiaceae
s - A\ N
- Micrococcaceae
.\ . - -,e'/ N . -
. \ ] X, ] = Micromonosporaceae
- ‘ N ' i K bs: = ° @ o B Mycobacteriaceae
¥ RN °
.\- ’.f‘ Mg.bs. . ) Pseudonocardiaceae
: { Sphingomonadaceae
¢ @ pH ~Ca.bs. ®
® 3 — ) . Streptomycetaceae
) L Ll 4 a
n ) . L] - Thermomonosporaceae
c : y =
a.ec. H N » Node Shape
S a.ec.
Na.bs. ‘ ¢ Environmental
4 @ (] Persistent
PBrayll @ NH4.N ;
Altitude . O Transient
> .
L] #~ K Kec. Edge Line Type
. * Mg.lec === negative
; —_ sitive
Resistance =

Figura 1. Redes de interaccién entre los microorganismos de la rizdsfera de Cyclopia sp. utilizando
la correlacion de Spearman (p>0.7 y P<0,01). Las lineas punteadas y continuas indican una
interaccion negativa y positiva, respectivamente. El tamafio de los nodos de cada OTU, es
proporcional al numero de conexiones que tiene. Incluye la influencia de algunas caracteristicas
ambientales. a) Temporada de secas y b) Temporada de lluvias. Tomado de Postma et al. (2016).

Como se ha descrito, vemos que multiples factores contribuyen a la
estructuracion de las comunidades de microorganismos y se ha visto que la
seleccion es una de las fuerzas que estructuran a las comunidades microbianas del
suelo (Martiny et al., 2006; Fierer et al., 2007; Lozupone et al., 2007). Sin embargo,
se han llevado a cabo estudios donde se refleja la estocasticidad en el ensamble de
comunidades, ya que no se encuentra ningun factor abidtico y/o bidtico que esté
influenciando a la comunidad. Por ejemplo, Queloz et al. (2011), realizaron una
investigacibn en la que analizaron la presencia de un complejo fungico
(Phialocephala fortinii — Acephala applanata) en cuarenta y cuatro sitios a traves del
hemisferio norte del mundo, ellos examinaron la influencia del clima y la vegetacion
a la que los hongos se encontraban asociados y no encontraron que estas variables
estuviera definiendo a la comunidad, lo que podria ser un reflejo de estocasticidad.
Aunado a esto, Andrew et al. (2012), llevaron a cabo un estudio en dos especies de
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cactaceas, el saguaro (Carnegeiea gigantea) y el cardon (Pachycereus pringlei),
tomaron muestras de su rizosfera y caracterizaron a la comunidad microbiana, ellos
tenian la hipétesis de que la especie vegetal seria el factor de seleccion de las
comunidades, sin embargo, no encontraron diferencias significativas entre las
comunidades asociadas a cada una de las especies, aunque cabe recalcar que

estas especies son ecolégicamente similares.

Para saber qué tipo de procesos, ya sean deterministas o estocasticos, estan
definiendo a la comunidad de microorganismos, Nemergut et al. (2013) propusieron
un modelo en el que dependiendo del tipo de proceso que se estuviera llevando a
cabo, se produciria un patron distinto (Figura 2). En caso de ser un proceso
determinista, entre mayor sea la similitud de las caracteristicas ambientales en
diferentes sitios, sera mas parecida la comunidad de microorganismos entre cada
uno de estos espacios; si por el contrario, es estocastico, aunque las caracteristicas

ambientales sean diferentes, no variara la similitud de la comunidad.
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Figura 2. Modelo conceptual que refleja la relacion entre las caracteristicas ambientales y la
composicion de la comunidad microbiana cuando actian mecanismos deterministas (lado
izquierdo) y estocasticos (lado derecho). Tomado de Nemergut et al. (2013).

Debido a las condiciones ambientales que presentan las zonas &ridas, se
espera que en estos sitios haya una mayor influencia de los procesos deterministas.
Las zonas éaridas cubren el 47.2% de la superficie terrestre (Figura 3) y se
caracterizan por tener un estrés hidrico frecuente, es decir, aquellas areas donde el
promedio de lluvias es menor que las pérdidas potenciales de humedad a través de

la evaporacion y la transpiracion (PNUMA, 1992). Aquellas zonas en las que
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prevalece el déficit de agua a lo largo de todo el afio se clasifican como
extremadamente aridas o hiperéaridas, mientras que en las que ocurre casi todo el
afo, se catalogan como zonas aridas o semiaridas (FAO, 2007). Ademas del déficit
hidrico que presentan, también se identifican por un bajo contenido de materia
organica y un bajo nivel nutritivo, particularmente de nitrégeno y fésforo, asi como
alta salinidad, altas temperaturas y una alta exposicion a radiacion ultravioleta
(Skujins, 1991; Whitford 2002).
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Figura 3. Mapa mundial de la distribucion de zonas éaridas clasificadas acorde al grado de aridez
calculado a partir de la relacién de precipitacion anual promedio (P) respecto a la
evapotranspiracion potencial (0.65). Tomado de UNEP-WCMC (2007).

Con respecto a la diversidad microbiologica de las zonas éaridas, se ha
reportado que sin importar las diferentes localizaciones geogréficas de estas
regiones en el mundo, las comunidades bacterianas de sustratos liticos fueron
dominadas por Cyanobacteria (DiRuggiero et al., 2013). Ademéas los phyla
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria vy
Chloroflexi han sido detectados en el suelo desnudo y/o asociados a la rizésfera de
distintas plantas que habitan desiertos localizados en Asia, Norteameérica,
Sudamérica y Africa (Chanal et al., 2006; Bashan et al., 2012; Jorquera et al., 2012;
Neilson et al., 2012; An et al., 2013).
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En el caso particular de las zonas aridas en México, existen sitios que son
considerados como oligotroficos (pobres en nutrientes), pero a pesar del estrés
abidtico que permite que solamente las formas mas tolerantes se desarrollen,
presentan una gran diversidad tanto de macro como de microorganismos (Davies
et al., 2012). Este es el caso de nuestro sitio de estudio, el valle de Cuatro Ciénegas,
en Coahuila, el cual forma parte del desierto Chihuahuense. Este valle se encuentra
aislado geogréaficamente y presenta una gran heterogeneidad espacial debido a la
topologia y a la disponibilidad irregular de agua (Meyer, 1973). Tiene un clima arido
y el tipo principal de vegetacion son pastizales y matorral desértico (Perroni et al.,
2014; SMN y CONAGUA, 2015). Se conoce muy poco acerca de las interacciones
bidticas que les dan forma a las comunidades microbianas en las zonas aridas y en
particular en este sitio, el cual es uno de los mas estudiados para el caso de
microorganismos de la columna de agua, sedimentos en cuerpos acuaticos, tapetes
microbianos y estromatolitos (Souza et al., 2012). Sin embargo, se conoce poco del
suelo en general (LOpez-Lozano et al., 2012; Tapia-Torres et al., 2015; Pajares et

al., 2016) y en particular el microambiente de la rizésfera no ha sido estudiado.

Como se mencion0 anteriormente, la rizésfera es un sitio importante para la
actividad de los microorganismos y en las zonas aridas esta interaccion se vuelve
mas trascendental, ya que provee una amplia gama de sustratos de carbono en lo
que seria de otra forma un suelo pobre en materia organica (Buyanovsky et al.,
1982; Yechieli et al., 1995). Aunado a esto, las plantas que se han adaptado a estos
sitios, sobreviven a las lluvias irregulares, la alta radiacién solar y los periodos de
sequia, ademas de que protegen la superficie del suelo de la erosion del viento y el
agua (FAO, 2007). Independientemente de las adaptaciones fisiolégicas y
morfolégicas propias de las plantas para sobrevivir a estas condiciones, se ha
descrito que las interacciones simbidticas con microorganismos pueden
potenciarse, facilitando la colonizacion y supervivencia (Bashan et al. 1995; Puente
et al. 2009).

En este trabajo, tomamos como modelo de estudio al Agave lechuguilla,
planta que habita diversas zonas aridas y semiaridas de México y que se encuentra

en el valle de Cuatro Ciénegas. Tiene la distribucion geografica natural mas amplia
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comparado con cualquier otra de las aproximadamente 140 especies de agave, y
se localiza principalmente en el matorral desértico rosetofilo (Gentry, 1982). Se
encuentra normalmente en suelos rocosos de origen de piedra caliza (Nobel et al.,
1988). A pesar de la importancia econémica y comercial de esta especie, su

diversidad microbiana no ha sido explorada.

En resumen, las comunidades microbianas son estructuradas en mayor o
menor medida por procesos estocasticos y/o deterministas. Si en las zonas aridas
se espera que predominen procesos deterministas debido a las condiciones que
éstas presentan, ¢qué factores son los que estan teniendo influencia en la
composicién y estructura de las comunidades de microorganismos? Por lo cual, en
la presente investigacion se analizo la influencia de las propiedades fisicoquimicas
del suelo y la estacionalidad en las comunidades microbianas. De la misma forma,
se examinO la relacién entre las raices del Agave lechuguilla y los microorganismos,
y cudles son los tipos de interacciones que hay entre los grupos de microorganismos

que se encontraron.
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Hipotesis:

Debido a las condiciones que presentan las zonas &ridas se espera una
mayor influencia de los procesos deterministas en la estructuracion de las
comunidades, entonces entre mayor sea la similitud en las caracteristicas
ambientales (propiedades fisicoquimicas del suelo, estacion e interacciones
bidticas), habrd una mayor similitud en la composicién y estructura de las

comunidades microbianas.
Objetivo general:

Evaluar el efecto de los factores abiéticos y las interacciones bidticas en la
composicién y estructura de las comunidades de microorganismos de la rizésfera
del Agave lechuguilla y de interespacios libres de vegetacion, ubicados en el valle

de Cuatro Ciénegas, Coahuila.
Objetivos particulares:

1. Determinar la influencia de la temporada y las propiedades fisicoquimicas del
suelo (concentracion de nutrientes, pH, composicion de iones, humedad)
sobre la composicién y estructura de las comunidades de microorganismos.

2. Determinar la influencia de Ilas interacciones bidticas (planta-
microorganismos 'y  microorganismos-microorganismos) sobre la

composicién y estructura de la comunidad microbiana.
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2. Materiales y métodos
2.1. Sitio de estudio

El sitio de estudio es Cuatro Ciénegas, en Coahuila. Tiene un clima arido,
con dos estaciones sobresalientes: (i) de Noviembre a Abril, en la que el clima es
frio y seco, con una temperatura minima de 4°C, una maxima de 31°C y 51 mm de
precipitacion; (i) de Mayo a Octubre, el clima es caliente con una temperatura
minima de 15°C y una maxima de 35°C, con 155 mm de precipitacion (SMN y
CONAGUA, 2015). El tipo de suelo dominante son los gipsisoles y leptosoles
(McKee et al., 1990; IUSS Working Group WRB, 2007).

Como se mencioné anteriormente, el valle presenta una gran
heterogeneidad, es un area pequefia (menor a 840 km?), rodeado de montafias (de
mas de 3000 m de altura) y cuenta con diversos sistemas acuaticos como arroyos
alimentados por agua subterranea, pozas, rios y lagos, sin embargo, estas fuentes
de agua se encuentran rodeadas por el desierto (Minckley, 1969, Meyer, 1973;
Dinger, 2001). Este sitio presenta alta salinidad (Minckley, 1969) y es
ultraoligotrofico, es decir, extremadamente pobre en nutrientes, y en particular de
fésforo (Elser et al.,, 2005). Estas caracteristicas han provocado una gran
diversificacion y un considerable nimero de endemismos, esta reportado como el
sitio con mayor grado de endemismos en Norteamérica (Abell et al., 2000). En
cuestion de macroorganismos las especies endémicas incluyen ocho peces
(Minckley, 1984), diez moluscos (Hershler, 1985; Hershler et al., 2007) y cuatro
reptiles (McCoy, 1984), asi como numerosos invertebrados (Taylor, 1967; Cole,
1984; Dinger et al.,, 2005), plantas (Pinkava, 1984) y muchas de las taxas
microbianas encontradas, no han sido previamente descritas en otros sitios del
mundo (Souza et al., 2006; Alcaraz et al., 2008; Cerritos et al., 2008; Desnues et al.,
2008; Escalante et al., 2009).

2.2. Planta de estudio

El Agave lechuguilla (Figura 4) es la planta modelo utilizada para la presente
investigacion. Se distribuye desde Texas y Nuevo México, hasta Querétaro, Hidalgo

y Guanajuato (Nobel et al., 1988), suele encontrarse entre los 950 y los 2300 msnm
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(Reyes Aguero et al., 2000). Es una planta con alta capacidad de competencia intra
e interespecifica, amplia resistencia al ataque de plagas, a la herbivoria y a
condiciones ambientales extremas. Tiene una capacidad reproductiva elevada,
sexual y asexualmente (Flores, 1986; Freeman, 1973; Freeman et al., 1977;
Eguiarte et al., 2000, Freeman y Reid, 1985). Para llegar a la madurez sexual,
requiere desde cuatro hasta quince o incluso 20 afios (Berlanga et al., 1992a, Garza
de la Pefia, 1985; Freeman y Reid, 1985).

Es un arbusto rosetdfilo, pequefio, con 11 a 30 hojas en promedio; puede
medir entre 30 y 40 cm de ancho y de 20 a 70 cm de alto (Dewey, 1965; Freeman y
Reid, 1985; Gentry, 1982; Magallan, 1998; Rzedowski, 1964; Sheldon, 1980). Sus
raices son largas, fibrosas, delgadas y se distribuyen a una profundidad entre 8 y
12 cm del suelo (Nobel y Quero, 1986).

Figura 4. Ejemplares de Agave lechuguilla.

Ecol6gicamente, esta planta se asocia a la formacion de suelos (Reyes,
1981), sus flores son visitadas por polinizadores diurnos, como abejas y nocturnos,
como polillas (Silva-Montellano y Eguiarte, 2003) y ha sido reportado que funge
como planta nodriza de Astrophytum myriostigma (Muro-Pérez et al., 2009),
Lophophora williamsii (Garcia Naranjo Ortiz de la Huerta y Mandujano, 2010) y

Ferocactus pilosus (Lara Juérez et al., 2016), entre otras especies. Es sustento
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econdémico de muchos pobladores de areas rurales por la obtencion de su fibra
(ixtle), el cual es utilizado para la fabricacion de cuerdas, estropajos, cepillos y
brochas para maquillaje ya que tiene una excelente calidad por su dureza, alta
resistencia y durabilidad (Castillo et al., 2013). También es empleada en el ramo de
la limpieza y construccion como sustituto de cerdas de cepillos industriales debido
a su alta capacidad de absorcion de agua (65%) y su resistencia al calor, quimicos,

acidos y aceites (Lawrence Long Ltd., 2004; Fibras Saltillo, 2005).

Aunado a esto, esta especie ha sido sometida a diferentes investigaciones
para distintas aplicaciones biotecnoldgicas, como obtencidn de extracto organico
para aumentar la germinacion de semillas rompiendo su latencia (Gonzalez et al.,
1994), como bioinsecticida (Castro-Franco, 1994) y bactericida (Castro-Franco et
al., 2001). Como mejoradora de la mezcla de cemento Portland (Juérez et al., 2005),
en bloques de adobe (Siller et al., 2012) y para la produccion de papel (Parra et al.,
2010). También se ha estudiado su capacidad de bioadsorcién de Cr (lll) y Cr (VI)
(Romero-Gonzalez et al.,, 2005; Romero-Gonzalez et al., 2006) y como
biocombustible (Davis et al., 2010; Castillo-Quiroz et al., 2014). En el area de
medicina se han estudiado sus saponinas con interés farmacolégico (Hernandez et
al., 2005), la actividad citotoxica de los extractos de esta planta para el combate al
cancer (Casillas et al., 2012), asi como la sintesis de nanoparticulas de plata para

aplicaciones quirargicas y biomédicas (Morales-Luckie et al., 2016).
2.3. Muestreo

Se llevaron a cabo dos muestreos, el primero en temporada de secas (19 y
20 de marzo) y el segundo en temporada de lluvias (3 y 4 de octubre) del 2016, esto
con la finalidad de analizar los cambios en la estructura y composicion de la

comunidad de microorganismos en diferentes épocas del afio.

Estos dos muestreos se realizaron en los mismos cuatro sitios seleccionados
en el valle, en la Tabla 2 se enlistan con sus respectivas coordenadas y en la Figura

5 se muestra su localizacién geogréafica en el valle de Cuatro Ciénegas.
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Tabla 2. Sitios elegidos para llevar a cabo el muestreo con sus respectivas coordenadas.

Nombre Coordenada Norte Coordenada Oeste
Becerra 26°52.758' N 102°08.19’ O

Carranza 26°59.519' N 102°02.741' O
Orozco 26°54.478' N 102° 07.169' O
Madera 26°57.609' N 102°10.523' O
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Figura 5. Sitios seleccionados para hacer los muestreos: 1. Becerra, 2. Carranza, 3. Orozco y 4.
Madera. La etiqueta de Cuatrociénegas, corresponde al sitio donde se encuentra el poblado.

Los dos muestreos consistieron en buscar y seleccionar en cada uno de los
sitios anteriormente mencionados, unidades de muestreo de 8 x 8 m donde hubiera
tres conjuntos de individuos independientes de Agave lechuguilla y tres
interespacios libres de vegetacion, para evitar la influencia de cualquier planta o raiz

sobre la comunidad microbiana.

Una vez seleccionado y delimitado el lugar para la unidad de muestreo, se

procedio a tomar las muestras. Fueron recolectadas 6 muestras para el andlisis de
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la comunidad microbiana (tres repeticiones de interespacio y tres de rizésfera del
agave), especificamente para el caso de las muestras de la rizésfera, se colecto
suelo que se encontraba adherido a la raiz del agave. Se tomaron alrededor de 500
mg de suelo que fueron almacenados en tubos Eppendorf de 2 mL, se les agreg6 1
mL de DNA/RNA Shield™, para la preservacion de los acidos nucleicos fueron
mantenidas en hielo durante la estancia en campo, posteriormente fueron
congeladas a -20° C en un lapso menor a un dia para su transportacion. Una vez

en el laboratorio fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

En los mismos puntos de muestreo, correspondientes a la rizosfera e
interespacios, se colectaron muestras para la caracterizacion de las propiedades
fisicoguimicas del suelo, se colectaron 6 muestras a una profundidad aproximada
de entre 0 y 10 cm de alrededor de 500 g de suelo, se guardaron en bolsas de
plastico oscuras que fueron cerradas de tal forma que quedaran bien selladas y se

almacenaron a 4°C hasta su procesamiento.

Entonces, tanto para el analisis de las comunidades microbianas como para
la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo, el nimero de
muestras fue de 6 por sitio, siendo 4 sitios suman 24 muestras, multiplicadas por los

muestreos correspondientes a las dos temporadas, da un total de 48 muestras.

También es importante mencionar que cada una de las muestras fue
debidamente etiquetada con una clave que la distinguiera de las demas, esta
consistio en una combinacion de letras y nimeros, empezando por el nimero 1 o el
2, que significaba que era una muestra del primer o del segundo muestreo
respectivamente. En seguida se agregaba la inicial del nombre del sitio donde fue
tomada la muestra, es decir B (Becerra), C (Carranza), O (Orozco) y M (Madera).
La siguiente letra hacia referencia a si la muestra fue tomada en la rizésfera del
agave o en un interespacio, usando la letra A o la |, respectivamente, y finalmente
se agregaba un nimero 1, 2 o 3 para sefalar a cual réplica correspondia la muestra.
Por ejemplo, la muestra 1BA2 corresponde a el muestreo de marzo, tomada en
Becerra, debajo del agave y es la segunda réplica. Este clave fue utilizada en todos

los analisis posteriores.
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2.4. Epocas del afio

Para conocer como cambiaron las condiciones climéticas del afio en el que
se llevaron a cabo los muestreos y aquellas presentes en cada una de nuestras
salidas a campo, se consultaron los datos de precipitacion y temperatura de la
estacion meteorolégica mas cercana del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (Inifap), que correspondié al Rancho
PRONATURA con coordenadas 26°48'19.1” N, 102°01°04.4” O (Martinez et al.,
2008). Con esta informacion se construyeron tres climogramas, uno del afio del
muestreo en el que se comparan la temperatura y precipitacién promedio mensual
con aquellas de los datos historicos de los 10 afios anteriores al 2016, y dos de los
14 dias anteriores y 14 dias posteriores a los dias en los que se realizaron los

muestreos.
2.5. Caracterizacion de suelos

El suelo fue analizado para determinar pH, conductividad eléctrica (CE),
humedad, materia organica (MO), potasio (K*), sodio (Na*), calcio (Ca?*), magnesio
(Mg?*), amonio (NH4"), nitrato (NO3"), fésforo (P), carbono (CT) y nitrégeno total
(NT). Para llevar a cabo estas determinaciones, se utiliz6 como referencia el
protocolo establecido en la NOM-021-RECNAT-2000 (excepto por la medicion de
MO, CT y NT, que son descritos mas adelante) con algunas modificaciones que se
adecuaron al tipo de suelo de Cuatro Ciénegas, que como ya se menciono, es pobre
en nutrientes. El procedimiento utilizado para el pH corresponde al método medido
en agua y en el caso del fésforo fue por el método de Bray-Kurtz de la NOM-021-

RECNAT-2000 y las modificaciones al protocolo fueron las siguientes:

1. Secado: la parte del suelo que se puso a secar no se hizo a temperatura
ambiente, sino en la estufa a 60° C, durante 3 dias.

2. Conductividad eléctrica: se llevo a cabo la medicion al mismo momento de
hacer la del pH, por lo que el procedimiento al que fue sometido corresponde
al descrito por la norma para determinar el pH. Se pudo realizar de esta

forma, debido a que el potenciometro también contaba con un electrodo que
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media la conductividad y éste se calibré a 100 uS/cm, 1413 uS/cmy a 12.9
mS/cm.

3. Humedad: corresponde al método por gravimetria, sin embargo, esta
determinacion se hizo cuando se puso a secar parte de la muestra para hacer
los analisis posteriores, por lo que el suelo estuvo a una temperatura de 60°C
en vez de 105°C.

4. Bases intercambiables (Na*, K*, Ca?', Mg?"): se agregd la solucion
extractora a las muestras, el agitado se realiz6 durante una hora en vez de
10 min y el centrifugado a 3000 rpm durante 6 min, no se hizo la prueba de
cloruros debido a que Unicamente es necesaria si se determina la capacidad
de intercambio catidnico. Después de realizado este procedimiento, se filtro
la solucion con filtros de 0.22 ym y se enviaron al Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) para el analisis y
cuantificacion de las bases intercambiables en el equipo de ICP-OES
(espectroscopia de plasma).

5. Amonio y nitrato: se agrego la solucion extractora, se dejaron en agitacion
a 120 rpm durante una hora y centrifugaron a 3000 rpm por 6 min (muestras
del 1° muestreo) y a 4500 rpm por 10 min (muestras del 2° muestreo), esto
no afecta los resultados finales, ya que la extraccion de los iones se hace
durante el proceso de agitacion (que fue el mismo) y el centrifugado es
Unicamente para separar el sedimento de la solucion. El sobrenadante fue
filtrado con filtros de 0.44 um y con esta solucion se cuantificé la cantidad de
amonio y nitratos por medio de métodos colorimétricos (Forster, 1995;
Miranda et al., 2001; Doane y Horwath, 2003).

6. FoOsforo: agitacion a 3000 rpm durante 6 min y la solucion se filtré con filtros

de 0.22 ym, enviandose la solucion al LANBAMA para analisis por ICP-OES.

En el caso de la MO, CT y NT se llevaron a cabo los siguientes

procedimientos:

7. Materia organica: para cuantificar el contenido de MO en el suelo, se utilizo
el “Método por calcinacion o ignicion” reportado por Schulte y Hopkins (1996),

calcinando la materia organica a 350°C durante 3 horas.
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8. Carbono y nitrégeno total: primero se procedié a eliminar los carbonatos
de la muestra por medio del método propuesto por Schubert y Nielsen (2000)
que consiste en dejar las muestras expuestas a vapores de 4cido clorhidrico.
Posteriormente, se hicieron cépsulas de estafio con este suelo y se

mandaron analizar al LANBAMA con el analizador elemental.
2.6. Caracterizacion de las comunidades microbianas

Para la extraccion de ADN se utilizd el Kit Comercial ZR Soil Microbe
Miniprep™ de Zymo Research siguiendo las instrucciones del fabricante, la
cantidad de muestra que fue utilizada fue de 350 mg de suelo. EI ADN obtenido se
cuantificé por NanoDrop™ y se determiné la pureza. Para revisar que el ADN tuviera
calidad de amplificacibn se realizaron PCR utilizando los primers 27F
(5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3’) con el siguiente protocolo: desnaturalizacion a 95°C durante 10 min, seguido de
30 ciclos de 95°C por 1 min, 52°C por 2 min y 72°C por 3 min, por ultimo, la extensién
final a 72°C por 10 min. Los reactivos y el volumen al que se utilizaron por muestra
se encuentran en la Tabla 3. La muestra de ADN se diluyé con agua ultrapura
MilliQ® en una relacion de 1:5. Para verificar la amplificacion del ADN se utilizé el

método de electroforesis en gel al 1% de agarosa.

Tabla 3. Reactivos y volumen al que fueron utilizados para la reaccion de PCR.

Reactivo Volumen (1X)

Buffer (10X) 2.5uL
MgCl (50 mM) 0.5 uL
dNTP’s (10 mM) 0.5 L
27F (10 mM) 0.5 uL
1492R (10 mM) 0.5 uL
Taq polimerasa (5u/uL) 0.2 uL
Agua ultrapura MilliQ® 15.8 uL
BSA (10 mg/mL) 1.25 yL
DMSO (100%) 1.25 uL
Muestra de ADN o control (+ 0 -) 2 L
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Al revisar que todo el ADN extraido tuviera calidad de amplificacién, se
mando secuenciar por el método de Illumina Miseq en formato 2 x 300 al Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO). Para la caracterizacion
de las bacterias fueron amplificadas las regiones hipervariables V3, V4 y V5 del
gen 16S del rARN con los primers 357 Forward (5’-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-
3’) y CD Reverse (5-CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3)).

Una vez obtenidas las secuencias se procedio a limpiarlas y analizarlas, esto
se realiz6 con el programa Mothur V.1.36.1 (Schloss et al., 2009). Lo primero que
se hizo fue parear las secuencias forward y reverse, después fueron eliminados los
primers y barcodes de éstas, se dejaron un maximo de 2 ambigliedades y 24
homopolimeros, una longitud minima de 500 pb y maxima de 604 pb. Después, las
secuencias fueron alineadas y se eliminaron las columnas y espacios vacios que no
fueran informativos. Para optimizar el proceso se extrajeron las secuencias unicas
y se preagruparon aceptando maximo 2 diferencias y se volvieron a filtrar para que
no tuviera ambigiedades. Después se identificaron las quimeras mediante el
algoritmo de VSEARCH (Rognes et al., 2016) y se clasificaron por medio de la base
de datos de referencia de SILVA 123 liberada en marzo, 2015 (www.arb-silva.de).

El codigo completo utilizado se encuentra en el Anexo 1.

Se calculd la abundancia relativa a nivel de phyla, familia y género. Aquellos
grupos que representaran menos de 1% de abundancia relativa fueron descartados
en andlisis posteriores. Los géneros pertenecientes a los cuatro phyla mas
abundantes se analizaron por separado para comparar los cambios en su
abundancia relativa con respecto a cada condicion. Para determinar la diversidad
de las comunidades microbianas se generaron OTUs a 97% de similitud, en los
cuales se basaron los calculos del estimador de Chao, el cual mide el esfuerzo de
muestreo, el indice de diversidad de Shannon-Wiener, el cual se basa en la riqueza
y abundancia relativa de los grupos presentes en la comunidad, y por ultimo, el
indice de Simpson que permite medir la diversidad y si existe dominancia de algin

miembro de la comunidad.
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2.7. Analisis de las propiedades fisicoquimicas

Una vez caracterizados los suelos, a los resultados de las mediciones de
cada propiedad fisicoquimica se les hizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. En
caso de que los datos no presentaran una distribucion normal, se procedio a hacer
transformaciones de los datos, aplicandoles logaritmo base 10, logaritmo natural,
inverso o raiz cuadrada. Posteriormente se les hizo una ANOVA de dos vias para
ver los efectos del origen de la muestra de suelo (rizosférico o interespacio) y de la
temporada, asi como las interacciones entre estas dos variables, también se
evaluaron los supuestos de normalidad de los residuales. Como prueba post-hoc
para aquellas propiedades que presentaron diferencias significativas se realiz6 la
prueba de Tukey. Estos andlisis también se llevaron a cabo para encontrar
diferencias entre los sitios donde se llevo a cabo el muestreo (Becerra, Carranza,
Orozco y Madera), sin embargo, no presentaron ninguna diferencia significativa por
lo que no se reportan estos resultados. Los analisis se llevaron a cabo con el
programa RStudio (RStudio team, 2016), el cual también se emple6 para todos los
analisis gue se mencionan posteriormente y los cédigos utilizados se encuentran en

el Anexo 2.

2.8. Analisis de la composicion microbiana y similitud entre

muestras

A partir de la abundancia relativa de los géneros seleccionados de los cuatro
phyla mas abundantes, se llevdo a cabo un analisis para encontrar diferencias
significativas en las condiciones consideradas en este estudio (secas—lluvias y
rizosfera—interespacio). De la misma forma que con las propiedades fisicoquimicas,
se les realizé una prueba de normalidad, en caso de no tener distribucién normal,
se les aplicaron transformaciones. Una vez normalizadas se aplicé una ANOVA de
dos vias. Es importante recalcar que con algunos grupos microbianos, no se logré
normalizar los datos, por lo que en estos casos, se les aplicG una prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis.

Aunado a esto, se realizaron andlisis de ordenacion, por el método de

escalamiento multidimensional no métrico (NMDS). Este analisis es realizado por
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medio del indice de disimilitud de Bray Curtis y representa espacialmente la similitud
gue existe entre las muestras, es decir, se agruparan entre mas parecidas sean
entre si y se alejaran entre més distintas sean, lo que nos permite observar de
manera grafica, que variables o propiedades son los que podrian estar teniendo una
mayor influencia. Esto se realiz6 tanto para las propiedades fisicoquimicas como
para los grupos microbianos a nivel de género, para ver si existia una diferenciacion
por el origen de la muestra de suelo (rizésfera e interespacio) o por la época del
afo. Ademas se realiz6 el andlisis para los sitios muestreados, sin embargo
tampoco se encontraron diferencias, por lo que al igual que las propiedades
fisicoguimicas, no se reportan estos resultados. Al llevar a cabo el andlisis de la
comunidad bacteriana, se hizo ademas el ajuste de las variables ambientales. Para
los calculos se utilizo el paguete vegan (Oksanen et al., 2011) y para los gréficos, el
paquete ggplot2 (Wickham, 2009).

Asimismo, se construyeron heatmaps basados en la disimilitud de Bray
Curtis. Estos graficos nos permiten representar como se agrupan las muestras entre
si segun su similitud, de forma parecida a los NMDS, y ademas se puede visualizar
los cambios en la abundancia relativa de cada uno de los grupos microbianos
reportados en cada una de las muestras. Para la construccion de los graficos se

utilizé el paquete gplots (Warnes et al., 2016).
2.9. Analisis de correlacion

Se hicieron analisis de correlacién basados en la correlacion de Spearman
con el paquete Hmisc (Harrell et al., 2016), con la finalidad de saber de qué manera
(positiva o negativamente) y en qué magnitud, se correlacionan cada uno de los
grupos microbianos con las propiedades fisicoquimicas y entre ellos mismos. Para
la visualizacion grafica de estos andlisis se construyeron correlogramas con el
paquete corrplot (Weiy Simko, 2016). Con estos analisis se puede inferir que una
correlacién positiva puede significar una interaccién de cooperacioén o facilitacion y

una correlacion negativa, competencia o depredacion.
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3. Resultados

3.1. Condiciones climatolégicas durante las fechas de muestreo

En la Figura 6, la cual corresponde al climograma del afio en el que se llevo
a cabo el muestreo, se puede observar que la temperatura media del afio 2016 es
similar a las temperaturas promedio histéricas. Sin embargo, al ver la precipitacion
de los meses del muestreo (encuadrados en rojo), resalta que el 2016 fue un afo
atipico, con menos precipitacidn en marzo que en octubre, lo que nos haria suponer
que las comunidades microbianas tuvieron mas disponibilidad de agua en
temporada de secas que en temporada de lluvias. No obstante, el muestreo de
octubre se realizé los primeros dias del mes (3 y 4 de octubre), por lo que las
comunidades se verian afectadas en mayor medida por las precipitaciones de

septiembre, las cuales fueron mayores a las del mes de marzo.

Climograma Anual (2016)
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Figura 6. Climograma del afio en el que se realiz6 el muestreo (2016) junto con los datos promedio
histéricos (10 afios anteriores). Encuadrados en rojo los meses en los que se llevaron a cabo los
muestreos.

Aunado a lo antes mencionado, especificamente analizando los climogramas
de los dias en los que se realiz6 el primer y segundo muestreo, Figuras 7.ay 7.b,
respectivamente, podemos observar que la temperatura en temporada de secas fue

bastante variable, presentandose temperaturas menores a 15°C hasta alcanzar
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temperaturas de mas de 25°C, al contrario de la temperatura reportada en
temporada de lluvias, la cual se mantuvo estable, alrededor de los 25°C. También
es importante resaltar, que los eventos de precipitacién fueron mas cercanos a la

toma de muestras de octubre y en mayor cantidad, con 8 mm mas de agua.
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Figura 7. Climograma que representa la precipitacion (mm) y la temperatura media (°C) de 14 dias
anteriores y 14 dias posteriores a la fecha de muestreo. Encuadrados en rojo se encuentran los
dias del muestreo. La precipitacion total previa a la toma de muestras fue de 22.8 mm en marzo y
de 30 mm en octubre. a) Datos del primer muestreo. b) Datos del segundo muestreo.
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3.2. Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 4, se puede observar el promedio y la desviacion estandar de las propiedades del suelo, divididas por
condicion (suelo rizosférico e interespacio, asi como por temporada) y sefialadas aquellas que presentaron diferencias

significativas con su respectivo valor de F.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del suelo. Estan resaltadas en verde aquellas que presentaron diferencias significativas entre las muestras del
suelo rizosférico y del interespacio, en azul entre temporadas y en amarillo aguellas que presentaron diferencias en ambas condiciones. Las que no
estan coloreadas es porque no presentaron diferencias significativas. Las letras al lado de la desviacion estandar indican que condiciones son distintas
entre si y los asteriscos muestran el valor de P que presentaron: ***=0.001, **=0.01, *=0.05.

Epoca de secas Epocade lluvias Valor de F
Agave Interespacio Agave Interespacio Temporada Suelo Interaccion
Humedad (%) 14.848 + 3.122 7.647 + 2.408° 12.696 + 2.819%* 11.041 + 2.77¢ 0.643 30.643*** 12.270**
pH 7.716 = 0.309?2 7.949 + 0.342% 7.866 +0.195% 8.029 +0.19° 2.218 6.597* 0.205

NOs (mg/kg) 25.947 £ 6.4912 18.206 + 10.761° 49.476 + 13.733° 28.812 +7.203% 33.075%+* 22.616*** 1.408
CE (uS/cm) 322.308 + 88.148% | 224.342 + 75.501* | 232.975 + 47.567° 179.025 + 20.068° 11.010** 18.968*** 0.827
MO (%) 3.613 + 1.692% 1.984 + 0.619? 3.983 +1.112° 2.939+0.733% 10.18** 21.09*** 2.43

K* (mg/kg) 186.217 +56.602% | 125.153 + 42.486% | 305.901 + 81.115° 228.872 + 49.43° 42.682*+* 16.309*** 0.218
Mg?* (mg/kg) 102.343 + 34.14% | 70.092 + 12.049° 164.833 + 32.347° 134.336 + 26.09° 63.449%+* 15.554*** 0.012
P (mg/kg) 0.166 = 0.0942 0.107 = 0.05% 0.796 + 0.123° 0.61 + 0.089°¢ 445.656*** | 20.865*** 5.534*
Na* (mg/kg) 6.786 £ 2.3372 6.563 £ 1.4782 8.443 + 2.608?% 7.13 +1.345? 5.71 0.731 0.699
CT (mg/kg) 27.481 £ 7.435? 29.48 +6.21* 26.349 +11.8492 21.536 +9.849? 2.975 0.286 1.677
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Para el caso de la humedad podemos observar que se encontraron diferencias
significativas entre las muestras tomadas debajo de los agaves y los interespacios, sin
embargo, no se presentaron diferencias por estacion. Se encontré un mayor porcentaje de
humedad debajo de los agaves, lo que indica que éste tiene un efecto importante en la
retencion de humedad. No obstante, a pesar de que no se presentaron diferencias por
temporada, la diferencia en los valores de humedad entre agaves e interespacios es mas
contrastante en época de secas en comparacion con la época de lluvias, lo que puede verse
de manera grafica en la Figura 8, esto puede deberse a que, como se vio en el climograma,
en el muestreo de octubre hubo mayor precipitacion, por lo tanto, mas disponibilidad de agua

y condiciones en el suelo mas homogéneas.

Humedad
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Secas Lluvias

Figura 8. Medias de los diferentes tratamientos para la humedad. Las barras de error corresponden al error
estandar.

En el caso del pH, podemos observar tanto en la Tabla 5 como en la Figura 9, que las
medias reportadas no presentan valores tan extremos entre si, no obstante, esta pequefia
distincién es suficiente para que, al igual que en la humedad, se hayan presentado diferencias
significativas entre el pH encontrado en el suelo de la rizosfera y el del interespacio. En la
rizésfera, el pH es menos basico, por lo que se podria suponer que la planta esta teniendo un
papel acidificante. Una manera de lograr esto es mediante el intercambio y solubilizacion de
iones, como lo son las bases intercambiables (Ca?*, Mg?*, K* y Na*). Estos cationes también
son un reflejo de la conductividad eléctrica debido a que tienden a acumularse en suelos
salinos y entre mas salino sea el suelo, mayor conductividad eléctrica presentara (Helling et
al., 1964).
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Figura 9. Medias de los diferentes tratamientos para el pH. Las barras de error corresponden al error estandar.

Aunado a esto, entre mas materia organica esté presente mayor sera la capacidad de
retener estos cationes (Kamprath y Welch, 1962; Helling et al., 1964). Por lo tanto, vemos que
estas tres caracteristicas (bases intercambiables, conductividad eléctrica y materia organica)
presentan el mismo patron, valores mas altos debajo del agave que en los interespacios.
Hablando especificamente de la CE (Figura 10) y la MO (Figura 11), se puede observar que
las diferencias entre el agave y el interespacio son mas marcadas en temporada de secas que
en temporada de lluvias, efecto similar al de la humedad. Sin embargo, la CE y la MO al
contrario de la humedad, también presentaron diferencias significativas por temporada.

Conductividad Eléctrica (CE)

400
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< 200 c
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Figura 10. Medias de los diferentes tratamientos para la conductividad eléctrica. Las barras de error
corresponden al error estandar.
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Figura 11. Medias de los diferentes tratamientos para la materia organica. Las barras de error corresponden al
error estandar.

En el caso de las bases intercambiables, hablando especificamente del calcio, aunque
se encuentre ligeramente mas alto en la rizésfera que en el interespacio, la diferencia
remarcable se encuentra por temporada (Figura 12), en el que se puede ver un aumento de
casi el doble. Esto se puede deber a que hubo mayor precipitacion, disolviendo este elemento

presente en el carbonato de calcio de los suelos de Cuatro Ciénegas (Arriaga et al., 2000).

Calcio (Ca)
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Figura 12. Medias de los diferentes tratamientos para el calcio. Las barras de error corresponden al error

estandar.

45



Algo muy similar al calcio sucede con el fosforo en la temporada de lluvias (Figura 13),
ya que su concentracion aumenté de manera considerable, lo que podria deberse a mas
fésforo en fraccion soluble y a una mayor actividad microbiana en esta temporada.

Fosforo (P)

0.9 b
0.8
0.7 C
0.6
205
g 0.4
0.3 a
0.2 a
0.0
Agave Interespacio Agave Interespacio
Secas Lluvias

Figura 13. Medias de los diferentes tratamientos para el fosforo. Las barras de error corresponden al error
estandar.

Lo mismo sucede con el amonio (Figura 14), en este caso puede estarse debiendo a
un aumento en la actividad microbiana en grupos involucrados en el ciclo del nitrégeno, ya que
también se encontraron diferencias en todas las condiciones en la cantidad de nitratos en el
suelo (Figura 15), habiendo mas nitrato en temporada de lluvias y en la rizésfera del agave, lo

que puede ser un indicador de una asociacion de microorganismos nitrificantes con la planta.
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Figura 14. Medias de los diferentes tratamientos para el amonio. Las barras de error corresponden al error
estandar.
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Nitrato (NO3 )
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Figura 15. Medias de los diferentes tratamientos para el nitrato. Las barras de error corresponden al error
estandar.

Con respecto al nitrogeno total y la relacion C/N, estas propiedades presentan
diferencias significativas por estacion debido a un cambio importante en el interespacio en
época de lluvias, en el caso del nitrégeno total aumenta lo que se ve reflejado en la relacion
CIN, en el que este valor disminuye considerablemente comparado con los valores que
presenta en el agave en ambas temporadas y el interespacio en época de secas (Figura 16).

Relacion C/N
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Figura 16. Medias de los diferentes tratamientos para la relacion C/N. Las barras de error corresponden al
error estandar.
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3.3. Composicion y diversidad microbiana

El reporte de resultados de la secuenciacién se encuentra en el Anexo 3. Se obtuvieron
94,659 OTUs en total, en la Tabla 5 se reporta el promedio del total de las secuencias
obtenidas, asi como el nimero de OTUs observados, el estimador de Chao y los indices de
diversidad de Shannon y Simpson en todas las muestras y separados por rizosfera e
interespacio. Observando las columnas correspondientes al estimador de Chao y el nUmero
de OTUs observados, se puede apreciar gue nuestro muestreo cubrio alrededor de una quinta
parte de los grupos de microorganismos presentes en la comunidad, ya que el estimador
calcula que deberia haber un promedio de 46 000 OTUs mientras que nosotros obtuvimos
aproximadamente 10000. Aunado a esto, ambos indices (Shannon-Wiener y Simpson)
presentaron diferencias significativas entre las condiciones de rizésfera e interespacio. La
diversidad basada en el indice de Shannon, fue mayor en la rizosfera (6.88+0.2 vs. 6.74+0.2)
y los valores mayores a seis, indican que existe una gran diversidad en nuestras muestras.
Aunado a esto, los valores obtenidos cercanos al cero en el indice de Simpson, indican que
no hay un grupo microbiano dominante. Con respecto a la estacion, no se presentaron
diferencias significativas entre los indices. En el Anexo 4 se encuentra la misma tabla pero
con los datos correspondientes a cada una de las muestras y en el Anexo 5, las curvas de
rarefaccion separadas por condicion (rizésfera/secas, rizésfera/lluvias, interespacio/secas e

interespacio/lluvias).

Tabla 5. Promedio del total de secuencias, OTUs observados, estimador de Chao e indices de Shannon-Wiener
y Simpson obtenidos a partir de la caracterizacion de la comunidad microbiana, en todas las muestras y
separadas por rizésfera e interespacio. Las letras en las condiciones de rizésfera e interespacio de las
columnas de Shannon-Wiener y Simpson, representan diferencias significativas entre si.

Muestras |Total de secuencias |OTUs observados| Chao |Shannon-Wiener |Simpson
Todas 51071.33 10186.29 46468.86 6.81 0.008
Rizésfera 52727.79 10276.29 46170.05 6.882 0.0072
Interespacio 49414.88 10096.29 46767.67 6.74° 0.009°

En la Tabla 6 se enlistan los grupos microbianos presentes en la comunidad con una
abundancia relativa mayor a 1% del total de las lecturas en por lo menos una de las muestras
analizadas. Representan entre 98 y 99% de la abundancia relativa de cada muestra y 99.1%
de todo el muestreo. En estos calculos se encuentran bacterias que no lograron clasificarse y
que representan alrededor de 10% de la abundancia relativa, sin embargo, para fines practicos

no fueron agregadas a la tabla pero si fueron consideradas en los analisis de diversidad.
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Tabla 6. Phyla encontrados en las muestras de suelo de nuestro trabajo. Se presenta también una breve descripcion del grupo.

Grupo

Descripcion

Referencia

Acidobacteria

Se distribuyen en varios ambientes: suelo, sedimentos, aguas termales, nieve marina,
heces, cuevas y suelos contaminados por metales pesados. Son organismos
quimiorganétrofos.

Barns et al.,, 1999; Barns et al., 2007,
Garrity et al., 2006; Kielak et al., 2016;
Meisinger et al., 2007

Actinobacteria

Se encuentran en suelos, en plantas, como fijadores de nitrégeno, en el tracto
gastrointestinal y ecosistemas acuaticos. Juegan un papel importante en el reciclaje
de materia organica. Son quimioheteroétrofos.

Goodfellow y Williams, 1983; Servin etal.,
2007; Stach y Bull, 2005

Armatimonadetes

Se han reportado en suelos, piel humana, biorreactores anaerobios, en aguas
termales y como simbiontes de plantas y animales. Tienen un metabolismo
guimioheterdétrofo oligotroéfico.

Lee et al., 2014; Oren, 2014

Bacteroidetes

Se han encontrado en la cavidad oral de humanos, en el tracto intestinal de
mamiferos, en salmueras, suelo y agua dulce. Son aerobios.

Gupta y Lorenzini, 2007; Garrity et al.,
2006

Chloroflexi

La mayoria son organismos filamentosos fototroficos anoxigénicos (obligados o
facultativos) y algunos cuantos son quimioheterétrofos.

Garrity et al., 2006; Hanada, 2014; Oren,
2014.

Cyanobacteria

Son organismos ubicuos, excepto por medios acidos como aguas termales sulfurosas
y paramos con suelos acidos. Llevan a cabo fotosintesis oxigénica y anoxigénica,
fijacion de nitr6geno y se encuentran como autotrofos y heterotrofos.

Pankratova, E.M. (2006)

Firmicutes

Habitan una amplia gama de ambientes y tienen un metabolismo variado, que va de
organismos aerobios a organismos anaerobios, de fotétrofos a quimiolitotrofos.

Garrity et al., 2006; Haakensen et al.,
2008

Gemmatimonadetes

Se han encontrado en suelos, cuevas, rocas erosionadas, sedimentos de rios,
estanques y suelo superficial. Son organismos heterotrofos.

Zhang et al., 2003, Hanada y Sekiguchi,
2014; Oren, 2014

Nitrospirae

Los de este grupo son metabdlicamente diversos, la mayoria son quimiolitotrofos
aerobios, algunos son nitrificantes y reductores de sulfato.

Garrity et al., 2006

Planctomycetes

Se han reportado miembros de este grupo en numerosos tipos de ambientes como
de agua dulce y salada, suelo, asociados con plantas y animales, y en ambientes
extremos como hipersalinos, hipertermdfilos, psicrofilicos, anaerobios,
extremadamente acidos y alcalinos.

Dillon et al., 2009; Larose et al., 2010;
Koschorreck et al., 2010; Zhang et al.,
2010; Joseph et al., 2003

Proteobacteria

Grupo muy amplio filogenéticamente hablando, son gram-negativas y presentan una
gran diversidad metabdlica y morfolégica.

Garrity et al., 2006; Madigan et al., 1997

Saccharibacteria

Se ha reportado en suelos, sedimentos, aguas residuales, lodos activados, animales
y ambientes clinicos.

Dinis et al., 2011; Ferrari et al., 2005;
Ferrari et al., 2014; Hugenholtz et al.,
2001, Hugenholtz, 2002; Kuehbacher et
al., 2008

Verrucomicrobia

Se ha reportado en casi todos los suelos, la mayoria son mesofilicas, anaerobias
facultativas u obligadas y les gusta la oligotrofia.

Bergmann et al., 2011; Chin et al., 2001;
Da Rocha et al., 2009; Sangwan et al.,
2004; Senechkin et al., 2010; Zhang y Xu,
2008
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En la Figura 17 se presenta un grafico de columnas agrupadas que
representa la abundancia relativa promedio de cada grupo microbiano encontrado
a nivel de phyla y clases de Proteobacteria. El inciso a) corresponde a diferencias
entre suelo rizosférico y del interespacio, el inciso b) pertenece a la abundancia
relativa promedio por época y el inciso c), es el correspondiente a las condiciones
separadas (rizosfera/secas, rizosfera/lluvias, interespacio/secas e
interespacio/lluvias). En estos graficos se puede apreciar a simple vista que no
existe mucha variacion en la abundancia relativa de los phyla entre las dos
estaciones, a excepcion del considerable aumento que sufre Firmicutes en los
interespacios en época de lluvias. La mayoria de las diferencias son las
correspondientes al origen de la muestra de suelo, donde la mas notable es el
aumento en abundancia del grupo Actinobacteria en los interespacios al contrario
de los grupos que pertenecen a las Proteobacteria que aumentan en la rizésfera.
También se puede observar que la clase Alphaproteobacteria es la mas abundante
de este phylum. Asi mismo, los que presentan una menor abundancia en las

comunidades microbianas son los phyla Saccharibacteria y Verrucomicrobia.
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En la Tabla 7 se muestran los resultados del andlisis de ANOVA a nivel de
género, aquellos que presentaron diferencias significativas ya sea por temporada o
por el origen de la muestra de suelo (rizosfera o interespacio). Este analisis es
donde uUnicamente fueron seleccionados los géneros de los cuatro phyla que
resultaron ser los mas abundantes en este estudio (Acidobacteria, Actinobacteria,
Chloroflexi y Proteobacteria). Estos grupos microbianos presentaron un mayor
namero de diferencias significativas por el origen de la muestra de suelo que por la
estacion. Dicho fendmeno también se observa en la Figura 18, la cual corresponde
a la abundancia relativa a nivel de género en cada una de las condiciones
consideradas en el presente estudio (secas, lluvias, rizésfera e interespacio). Para
construirla, se utilizaron los géneros presentadas en la tabla anterior y ademas fue
aplicado otro filtro, se saco el promedio de la abundancia relativa de cada uno de
los géneros en todas las muestras y se descartaron aquellos que no alcanzaran en
promedio 1% de abundancia relativa. En esta figura se puede observar que
Rubrobacter es el género mas abundante en todas las condiciones comparado con
los demas grupos, sobre todo en los interespacios y en época de sequia, lo que
sugiere que tiene una preferencia por condiciones mas secas. Los grupos que
presentaron diferencias significativas por temporada fueron Sphingomonas,
Rhizobiales FFCH5858 U y Kallotenuales AKIW781 U, que presentaron preferencia
por la época de sequia y Actinobacteria TakashiACB11 UUU y Acidobacteria S6 UU
gue aumentaron su abundancia en época de lluvias. Con respecto a las diferencias
significativas entre las muestras de suelo, los grupos Microvirga, Rhizobiales
JG34KF361 U, Thermomicrobia JG30KFCM45 UU y Bryobacter, presentaron una
preferencia por habitar la rizésfera de la lechuguilla, mientras que los grupos
Chloroflexi TK10 UU, Kallotenuales AKIW781 U, Actinobacteria TakashiACB11
UUU, Rubrobacter, Actinobacteria MBA2108 UUU prefirieron los interespacios.
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Tabla 7. Diferencias significativas presentadas por los géneros de los phyla que resultaron mas
abundantes (Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi y Proteobacteria). El valor de F corresponde
a aquellos a los que se les realiz6 ANOVA y el valor de X2, es para aquellos a los que se les realiz6
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis®. Valor de P: *** = 0.001, ** = 0.01 y * = 0.05. Las “U” al

final del nombre, indican la cantidad de niveles taxondmicos anteriores a los cuales no se pudo

Valor de F o X?

Género

Estacion Suelo
Acidobacteria 11B-2 UU 2.917 0.934
Bryobacter?! 0.38265 | 25.106***
ﬁudobacterla S4 RB41 1.428 1656
Blastocatella 1.786 3.443
Acidobacteria S6 UU 5.444* 0.198
Aciditerrimonas 0.455 30.44
lamia 5.014* 0.864
Mycobacterium 0.868 12.688***
Blastococcus 0.767 3.728
Geodermatophilus 1.149 2.339
Kribbella 2.541 0.019
Microlunatus 6.351* 7.986**
Crossiella 1.347 1.417
Pseudonocardia 18.503*** 0.984
Streptomyces 0.2 1.812
Actinobacteria MB-A2- .
108 UUU 0.084 49.765
Euzebya 0.356 6.458*
Rubrobacter 1.292 18.67***
Actinobacteria . -
TakashiAC-B11 UUU 6.14 8r.17
Gaiella 0.179 49.202***
Gaiellales 0.604 46.743**
Thermoleophilum 0.977 40.872%**
Ardenticatenales UU 0.501 15.097***
Roseiflexus 3.225 1.599
Eallotenuales AKIW781 6.8* 12 7w
Kallotenue 0.998 12.362**
Chloroflexi JG30-KF- 0.618 5.34*

CM66 UUU

] Valor de F o X2
Geénero
Estacién Suelo

Chloroflexi KD4-96 .
UUUU 3.01 5.484
Chloroflexi P2-11E
UUUL 1.063 8.696**
Chloroflexi
SAR202_clade UUU 1.05 0.066
Chloroflexi TK10 UUU 0.174 14.326***
Thermomicrobia JG30-
KE-CM45 UU 1.334 5.857*
Bosea 2.783 3.774
Bradyrhizobium 0.142 6.295*
Ehlzoblales FFCH5858 7 605+ 4.022
Rhizobiales JG34-KF- Kok
361 U 2.678 37.117
Microvirga 0.817 9.747**
Rhizobiales P-102 U 2.279 0.014
Rhizobium? 2.394 15.691***
Craurococcus 0.034 22.292***
Lthodosplrlllales DAl111 5 14 43,589
Candidatus -
Alysiosphaera 1.967 21.88
Sphingomonadales -
AKYG937 U 7.252** | 45.423
Sphingomonadales
JG34-KF-161 U 9.519™ | 9877
Sphingomonas? 1.381 31.456%**
Candidatus xx
Entotheonella 0.176 15.16
Nitrosococcus 7.303* 0.62
Fulvimonas! 4.31** 4.007**
Steroidobacter 10.396** 1.098
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Figura 18. Porcentaje de abundancia relativa de los géneros mas representados en las diferentes
condiciones (secas, lluvias, rizésfera e interespacio). + = diferencias significativas por temporada
(secas y lluvias). * = diferencias significativas por el origen de la muestra de suelo (rizésfera e
interespacio. Las “U” al final del nombre indican la cantidad de niveles taxonémicos anteriores a los
cuales no se pudo clasificar.



3.4. Interaccién planta-microorganismo

Los resultados del andlisis de escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS) utilizando unicamente los datos de las propiedades fisicoquimicas sugieren
una separacion por temporada, una observacion interesante es que las diferencias
entre los interespacios y la rizosfera se acentian en época de sequia (Figura 19.a).
Para el caso del andlisis utilizando los datos de la composicion microbiana a nivel
de género (Figura 19.b) observamos que la diferencia mas remarcable corresponde
al origen de la muestra de suelo y que la comunidad de los interespacios es mas
sensible a la variacién por estacién, mientras que bajo el agave parecen tener menor
variacion estacional. Haciendo el ajuste de los datos fisicoquimicos con la
composicién microbiana encontramos que las propiedades que muestran una
relacion significativa con la composicion de la comunidad microbiana son pH,
conductividad, humedad, materia organica y la relacion carbono/nitrogeno. En la
Figura 19.b uUnicamente se muestra una tabla con los valores de P de las
propiedades fisicoquimicas que se ajustaron significativamente, sin embargo, en el
Anexo 6, se muestra la grafica de NMDS con el ajuste de las propiedades

fisicoguimicas representadas a modo de vector.
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Figura 19. Andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS). a) Usando las
propiedades fisicoquimicas del suelo. b) Utilizando la abundancia relativa de los microorganismos a
nivel de género. Sobre este Ultimo se realizo el ajuste de las variables ambientales, los valores de
P de dicho ajuste se muestran en la tabla de lado inferior izquierdo.

La diferenciacion de la composicion de la comunidad entre la rizésfera y los
interespacios se confirmo con el heatmap. En la Figura 20, se puede observar en
el dendograma superior derivado del analisis de “clustering” basado en la disimilitud
de Bray-Curtis, salvo por algunas muestras mezcladas, que hay una agrupaciéon de
las muestras tomadas en el interespacio (cafés) y aquellas tomadas en la rizosfera
(verdes). Lo observado en el heatmap y en el NMDS es un indicativo de que para la
estructura y composicion de las comunidades microbianas, las condiciones
generadas debajo de la planta al ser un ambiente mas estable tienen un mayor
impacto en la seleccidén de los integrantes de la comunidad que la estacién del afio.
Sin embargo, los interespacios parecen estar mas sujetos a las variaciones
ambientales, ya que la influencia de la temporada si es significativa. Esto se observa
también en el heatmap que se construy6 con todas las condiciones por separado
(secas/rizésfera, secas/interespacio, lluvias/rizosfera y lluvias/interespacio) que se
encuentra en el Anexo 7, donde se agrupan las muestras pertenecientes al

interespacio en época de lluvias.

También es importante resaltar que en el heatmap se confirma lo observado
en la figura de las columnas agrupadas (Figura 17.a), se puede distinguir una

56



dominancia del grupo Actinobacteria en los interespacios, y de la clase
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Alphaproteobacteria en la rizosfera del Agave lechuguilla.
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Figura 20. Heatmap construido a partir de las abundancias relativas de los phyla identificados. En
el dendograma superior se encuentran en café las muestras correspondientes a los interespacios y
en verde las de la rizésfera. El color rojo representa la abundancia relativa, entre mas intenso sea
este color, mas abundante es el grupo en esa muestra.

3.5. Efecto de las propiedades fisicoquimicas

La Figura 21 corresponde al correlograma hecho para encontrar de qué
manera se relacionan cada una de las propiedades fisicoquimicas medidas con la
abundancia relativa de cada uno de los grupos microbianos encontrados. Como se
puede observar, las bases intercambiables no tienen gran influencia sobre las
comunidades microbianas, incluso el calcio y el sodio no se encuentran
correlacionados con ninguno de los grupos microbianos, situacion que también
ocurre con el fésforo. Asimismo, estos analisis son una confirmacion de lo
observado en los NMDS, ya que para cada grupo se puede ver que el pH, la
conductividad eléctrica, la humedad, la materia organica y el nitrato son propiedades

gue se relacionan con varios grupos (en el NMDS salié significativo el nitrato a nivel
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de phyla, pero a nivel de género fue la relacion C/N, esto puede verse en el Anexo

8 que corresponde a esta misma figura pero a nivel de género).

Figura 21. Gréfico de correlacion de Spearman (abundancia relativa de phyla encontrados
vs. propiedades fisicoquimicas). En escala de color, el azul indica un valor de p positivo y el rojo un
valor negativo, entre mas oscuro el color indica valor cercano a 1 o -1 segun corresponda. Las “X”

sobre los circulos indican una correlacién significativa con un valor de P<0.05.

Asimismo, vemos que los grupos Acidobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria y Verrucomicrobia se relacionan de manera positiva con todas estas
propiedades excepto por el pH, esto tiene légica tomando en cuenta que la
descomposicion de la MO acidifica el suelo (Waddington, 1969), por lo que los
grupos microbianos que presenten una correlacion positiva con la MO, tenderan a
presentar la relaciébn opuesta con el pH. El phylum Actinobacteria presenta una
correlacion con las propiedades fisicoquimicas totalmente opuesta a la de los
grupos anteriores. Armatimonadetes Unicamente presentd correlacion negativa con
el nitrégeno total y por consiguiente una correlacién positiva con la relacion C/N.
Caso contrario a Planctomycetes que se correlaciond negativamente con el carbono
total y lo que también se vio reflejado con la relacion C/N. Chloroflexi solo presentd

correlaciones negativas, que fueron con la humedad, materia organica y magnesio.
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Esto también sucedié con Cyanobacteria pero con la humedad y el potasio.
Firmicutes se correlaciond negativamente con la conductividad eléctrica, pero se
correlacioné positivamente con el amonio y el nitrdgeno total. También es
importante resaltar que los phyla Nitrospirae y Saccharibacteria no presentaron

ningun tipo de correlacién con las propiedades fisicoquimicas.
3.6. Interacciones microorganismo - microorganismo

En la Figura 22 se pueden observar las correlaciones entre los grupos de
microorganismos reportados a nivel de phyla separadas por temporada y origen del
suelo de la muestra. De manera general, en los interespacios en temporada de
secas, se ve un mayor numero de relaciones negativas y en temporada de lluvias
estas se atentan e incluso aparecen o se fortalecen las relaciones positivas. Esto
podria deberse a que en secas, debido a la menor disponibilidad de recursos, los
microorganismos estan compitiendo entre ellos, al haber un aumento en la

disponibilidad de recursos en lluvias, la competencia disminuye.

Ya hablando especificamente de las relaciones entre los grupos microbianos,
vemos gue el grupo Acidobacteria mantiene una correlacién negativa con el phylum
Actinobacteria debajo del agave en ambas estaciones del afio, que se puede deber
a la competencia por un recurso proporcionado por la planta. En temporada de
secas, este phylum casi no presenta interacciones con ningln otro grupo bacteriano,
sin embargo, en temporada de lluvias aumentan sus interacciones, presentando una

correlacion positiva con Gemmatimonadetes en esta estacion.

En el caso del grupo Actinobacteria, vemos que en las cuatro graficas no
mantiene ninguna correlacion significativa de cooperacion o facilitacién con ningun
grupo microbiano, al contrario, todas las relaciones son antagonistas. En particular
el antagonismo entre Actinobacteria y Verrucomicrobia se da Unicamente debajo del
agave, independientemente de la temporada, lo que como ya fue mencionado
anteriormente, podria indicar competencia por algin recurso proporcionado por la

planta.

Los Armatimonadetes presenta correlaciones significativas muy variables

entre las cuatro condiciones, la Unica que se repite es una relacion positiva con
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Verrucomicrobia, sin embargo, solo es positiva en secas debajo del agave y en
lluvias en el interespacio. Unicamente en temporada de lluvias en el interespacio,
presenta correlacion negativa significativa con Gemmatimonadetes y Nitrospirae,
cabe recalcar que las condiciones mas adversas fueron bajo estas condiciones. En
temporada de lluvias debajo del agave, este grupo no presenta ningun tipo de
interaccion significativa, al contrario del caso anterior, estas fueron las condiciones

mas amables, por lo que no necesitaria competir ni cooperar de alguna forma.

Los Bacteroidetes tiene solamente correlaciones significativas positivas en el
interespacio, mientras que en la rizésfera aparecen antagonismos, lo que podria
sugerir que en condiciones adversas, este grupo prefiere la cooperacion sobre la

competencia y cuando hay mayor disponibilidad de recursos, entra en competencia.

Para el phylum Chloroflexi, vemos que en temporada de secas casi no
interacciona significativamente con ningun otro grupo. En temporada de lluvias se
observa un aumento en las interacciones, siendo en su mayoria positivas, los
grupos de organismos con los que interactian cambian dependiendo de si se
encuentran en el agave o en el interespacio, en la rizésfera interaccionan con
Nitrospirae y Planctomycetes, y en el interespacio con Verrucomicrobia y

Cyanobacteria.

Las Cyanobacteria casi no presentan correlaciones con ningln otro grupo
microbiano, solo presenta antagonismo con Nitrospirae en la rizésfera en lluvias y
con Firmicutes en los interespacios en secas. Sucede lo mismo con el grupo
Firmicutes y Nitrospirae, casi no presentan correlaciones y cuando las hay son
negativas, excepto por la correlacion positiva de los phyla Nitrospirae con

Chloroflexi, que ya fue mencionada.
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Figura 22. Correlacién de Spearman entre los grupos microbianos a nivel de phyla, en las dos
temporadas en conjunto con el origen del suelo muestreado (rizésfera e interespacio). El color azul
indica un valor de p positivo y el rojo un valor negativo, entre mas intenso sea el color y mayor el
tamafio del circulo, la corrrelacién es de mayor magnitud. Las “X” sobre los circulos indican una
correlacion significativa con un valor de P<0.05.

Es importante notar que hay interacciones que se mantuvieron en todas las
condiciones: (i) antagonismo entre Actinobacteria vs. Bacteroidetes vy
Proteobacteria, (ii) cooperacion o facilitacion entre Bacteroidetes con Proteobacteria
y Verrucomicrobia. En la Figura 23 también puede observarse que los grupos
bacterianos presentan un mayor niamero de interacciones si son divididos por la
temporada, mas que por el origen de la muestra de suelo, lo que sugiere que se

encuentran adaptados a las condiciones establecidas en su respectivo “habitat”
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(rizosfera o interespacio), pero los cambios en las condiciones climéticas pueden

modificar esa estabilidad y provocar que los microorganismos entren en

competencia, cooperacion o facilitacion.
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Figura 23. Correlacion de Spearman entre los grupos microbianos a nivel de phyla, con cada una
de las condiciones por separado. El color azul indica un valor de p positivo y el rojo un valor
negativo, entre mas intenso sea el color y mayor el tamafio del circulo, la correlacién es de mayor
magnitud. Las “X” sobre los circulos indican una correlacion significativa con un valor de P<0.05.
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4. Discusion

El objetivo de este trabajo se centr6 en determinar si las propiedades
fisicoguimicas del suelo, la estacion, la relaciéon planta-microorganismos y las
interacciones entre los mismos microorganismos, estan seleccionando a las
comunidades microbianas del suelo. Nuestra hipotesis se basa en que debido a una
mayor influencia de los procesos deterministas en las zonas aridas, existird una
composicién microbiana particular derivada de estos factores, por lo que se espera
encontrar una mayor similitud en la composicién y estructura de las comunidades
de microorganismos entre mas parecidas fueran las caracteristicas ambientales
(abidticas y bidticas). Con nuestros resultados se pudo comprobar esta hipétesis y
se cumplieron los objetivos, principalmente con el analisis de NMDS, el cual permite
visualizar espacialmente la similitud de las muestras, este analisis arrojo un
agrupamiento de éstas segun el origen de donde la muestra fue tomada, es decir,
debajo del agave o en los interespacios. Aunado a esto, en los interespacios se
podia observar una diferenciacion por la temporada en la que fueron tomadas las
muestras y agregando el ajuste de las propiedades fisicoquimicas del suelo, se pudo
observar que las que mas estaban influenciando a la comunidad microbiana fueron:

pH, conductividad eléctrica, humedad, materia organica y la relacion C/N.

Con respecto a los trabajos que han analizado especificamente el
microbioma del género Agave, Unicamente se han publicado dos, uno de
Desgarennes et al. (2014) y otro de Coleman-Derr et al. (2015) ambos del mismo
grupo, donde abordaron tres especies: Agave salmiana, Agave tequilana y Agave
deserti. Estos autores se han dedicado en mayor medida a averiguar las diferencias
en la comunidad microbiana entre estas distintas especies y entre los diferentes
compartimentos que presenta la planta (endésfera de las hojas y la raiz, filosfera,
rizosfera). Sin embargo, aunque dentro de sus estudios se enfocan en las
diferencias entre las comunidades microbianas de cada uno de estos
compartimentos, también hacen mencion de algunas diferencias que se encuentran
en las comunidades microbianas asociadas al suelo de la zona cercana a la raiz
comparadas con las comunidades de los interespacios, reportando una
diferenciacion entre aquellas comunidades asociadas a la planta y aquellas del
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suelo sin influencia de la vegetacion. Esta separacion en las comunidades
microbianas del suelo, es la misma que se puede observar en los resultados de la
presente investigacion, en los que la planta es el principal factor de seleccion de las
comunidades microbianas. Este efecto de seleccién ha sido reportado en varios
estudios realizados en zonas aridas en cactaceas (Andrew et al., 2012; Kavamura
et al., 2013), en plantas cultivadas (Marasco et al., 2012; Ferjani et al., 2014) y en
pastos y arbustos (Osman et al., 2016).

Dicho efecto puede atribuirse a dos razones muy relacionadas entre si: (i) La
rizosfera, promueve el crecimiento de microorganismos especificos como resultado
de la alteracién fisica y quimica del suelo debido a los exudados de las raices
(Hiltner, 1904). (i) Las plantas perennes promueven la formacion de islas de
recursos, donde debajo de su dosel la temperatura del suelo y la evaporacién son
mas moderadas y los nutrientes limitantes pueden ser mas abundantes que en las
zonas libres de vegetacion, creandose parches de mayor fertilidad en ecosistemas

de baja productividad (Schlesinger y Pilmanis, 1998).

Bachar et al. (2012) en un estudio enfocado a las islas de recursos en una
region arida, encontraron que las concentraciones de NOs", magnesio, potasio, CE,
asi como el contenido de humedad y de MO fueron mayores debajo de un arbusto
(Hammada scoparia) que en los interespacios. El aumento en los valores de
humedad, materia organica y conductividad eléctrica debajo de una planta también
esta reportado en otros estudios (Aguilera et al., 1999; Saul-Tcherkas y Steinberger;
2011). Esto es congruente con nuestros resultados de las propiedades
fisicoguimicas medidas, en los que el porcentaje de humedad y de MO, asi como

las concentraciones de NOs, CE, K*, Mg?* y P aumentaron debajo del agave.

Estos cambios en el suelo pueden derivar en condiciones mas favorables
para algunos grupos de microorganismos provocando un cambio en la composicién
y estructura de las comunidades microbianas del suelo. Por ejemplo, en diversos
estudios se ha hecho la mencidon de que existe un enriquecimiento debajo de la
planta de microorganismos pertenecientes al phylum Proteobacteria (Marasco et al.,
2012; Kavamura et al., 2013; Ferjani et al., 2014; Osman et al., 2016), mientras que
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en los interespacios se encuentra en mayor abundancia al grupo Actinobacteria
(Saul-Tcherkas y Steinberger, 2011; Marasco et al., 2012; Kavamura et al., 2013),
patron que también se observé en este estudio.

Muchos estudios mencionan a los phyla Acidobacteria, Bacteroidetes y
Firmicutes como los mas abundantes en suelos de zonas aridas (Andrew et al.,
2012; Torres-Cortés et al.,, 2012; An et al., 2013; Desgarennes et al., 2014;
Coleman-Derr et al., 2015; Osman et al., 2016; Postma et al., 2016; Shi et al., 2016),
en el presente estudio, los grupos mas abundantes fueron Actinobacteria,
Proteobacteria y Chloroflexi (en orden de abundancia), los cuales suman alrededor

de 63% de la abundancia relativa de las comunidades.

A nivel de género, también se presentaron diferencias significativas entre
rizosfera e interespacio, existiendo un enriquecimiento importante en la abundancia
relativa de algunos grupos en la rizésfera. Tal es el caso del género Bryobacter, el
cual ha sido reportado que puede obtener carbono de la descomposicién de MO y
nitrogeno del nitrato (Kulichevskaya et al., 2010), propiedades fisicoquimicas cuyo
valor fue mayor en la rizésfera. Algo similar ocurre con otros microorganismos que
presentan preferencia por habitar debajo de las plantas como Mycobacterium.
Kazda et al., (2010) describen que estos microorganismos se encuentran en sitios
ricos en materia organica, incluso algunos miembros del género son saprofitos;
aunado a esto, reportan también una preferencia por sitios himedos y presencia en
capas externas de tejidos de las plantas. En el caso de Microlunatus, se ha
reportado que este género puede llevar a cabo reduccién de nitrato a nitrito y una
especie es acumuladora de fosforo (Nakamura et al., 1995), al haber una mayor
cantidad de nutrientes en la rizosfera, es mas facil acumularlos que estando en los
interespacios. Otros grupos forman asociaciones con las plantas como los
miembros de los género Bradyrhizobium y Rhizobiales que son fijadores de
nitrégeno (Carareto et al., 2014; De Souza et al., 2014). Segun Kelly et al., (2014)
algunas especies de Microvirga también pueden fijar nitrogeno y todas hacen
reduccion de nitrato a nitrito, caracteristica compartida con los miembros del género

Craurococcus (Saitoh et al., 1998).
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Los grupos pertenecientes al phylum Actinobacteria (Actinobacteria Takashi
AC-B11 UUU, Actinobacteria MB A2 108 UUU y Rubrobacter) presentan el patron
contrario, tienen una preferencia por los interespacios, estos grupos tienen la
capacidad de soportar estas condiciones ya que forman esporas, toleran la
desecacion, alta salinidad y altas temperaturas (Yoshinaka et al., 1973; Chen et al.,
2004; Goodfellow et al., 2012). También en este phyla se encuentra el género
Euzebya, que para su crecimiento requiere que haya sales presentes (Kurahashi et
al., 2010) y Thermoleophilum que presenta tolerancia a altas temperaturas (Zarilla
y Perry, 1984). Otros grupos que presentaron preferencia por los interespacios, son
las Ardenticatenales, las cuales presentan una morfologia filamentosa, que les
permite retener humedad y extenderse para obtener mayor cantidad de nutrientes
(Kawaichi et al., 2013), las Kallotenue también son filamentosas y soportan altas
temperaturas (Cole et al., 2013). Los miembros pertenecientes a la clase Chloroflexi
(Chloroflexi JG30-KF-CM66 UUU, Chloroflexi KD4-96 UUUU, Chloroflexi P2-11E
UUU, Chloroflexi TK10 UUU) son fototrofas, es por ellos que se encuentran en

mayor abundancia en los interespacios, donde estan mas expuestas a la luz solar.

Aunado a los cambios en la abundancia relativa de los grupos microbianos
presentes en la comunidad, la diversidad medida por el indice de Shannon, también
presentd diferencias significativas, siendo ésta mayor en la rizésfera que en los
interespacios (Marasco et al., 2012; Coleman-Derr et al., 2015). Por otra parte, el
estimador de Chao arroj6 que Unicamente se tiene una quinta parte de la comunidad
representada en las muestras, esto se debe a la gran diversidad de
microorganismos que presentan los suelos en Cuatro Ciénegas. Lépez-Lozano et
al., (2013) report6 en un estudio realizado en este sitio, valores similares de OTUs
observados y del estimador de Chao a los obtenidos en el presente estudio.
Asimismo, también obtienen valores muy parecidos del indice de Simpson, lo que
sugiere que la falta de dominancia de algin grupo microbiano en particular, es

caracteristica del sitio.

Con respecto a la composicidon microbiana del suelo de manera general, se
encontraron miembros de los phyla Acidobacteria, Actinobacteria,

Armatimonadetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes,
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Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria, Saccharibacteria
y Verrucomicrobia, los cuales a excepcion de Armatimonadetes y Saccharibacteria,
son grupos reportados de manera constante en muchas investigaciones en zonas
aridas con proporciones variables en su abundancia (Bachar et al., 2010; Saul-
Tcherkas y Steinberger, 2011; Andrew et al.,, 2012; Lopez-Lozano et al., 2012;
Marasco et al., 2012; Torres-Cortés et al., 2012; An et al., 2013; Kavamura et al.,
2013; Desgarennes et al., 2014; Ferjani et al., 2014; Coleman-Derr et al., 2015;
Osman et al., 2016; Postma et al., 2016). Armatimonadetes solo ha sido reportado
en un sitio semiarido en una zona montafiosa con suelos rocosos (Walker y Pace,
2007) y Saccharibacteria en el desierto de Gobi y Taklamaken (An et al., 2013). Sin
embargo, han sido reportados en otro tipo de suelos, Armatimonadetes en suelos
contaminados con bifenilos policlorados (Nogales et al., 2001), rizésfera de Pinus
contorta (Chow et al., 2002), suelos calentados geotérmicamente (Stott et al., 2008,
Lee et al., 2011) y en cultivos (Im et al., 2012). En el caso de Saccharibacteria, en
suelos de jardin (Ferrari et al., 2005), bosque templado (Lesaulnier et al., 2008),
bosque tropical (Borneman y Triplett, 1997; Hugenholtz et al., 2001) y regiones
polares (Winsley et al., 2014). El hecho de que no se hayan reportado en gran
medida, puede deberse a que son grupos que no se habian logrado cultivar hasta
hace algunos afios, por lo que anteriormente eran referidos como grupos candidatos
OP10 y TM7, ahora denominados como Armatimonadetes y Saccharibacteria,
respectivamente. Prueba de ello es que en los estudios mencionados, el nombre
con el que se manejan es el correspondiente a su candidatura, es probable que en

otros estudios estuvieran incluidos en los “no clasificados”.

Es importante resaltar que hay caracteristicas propias y especificas de cada
grupo de microorganismos que explican por qué se pueden encontrar en suelos de
zonas aridas. Por ejemplo, algunos son asociados a sitios oligotréficos, como
Acidobacteria (Fierer et al., 2007; Kielak et al., 2016), Armatimonadetes (Lee et al.,
2014), Verrucomicrobia (DaRocha et al., 2010; Senechkin et al., 2010; Bergmann et
al,, 2011) y Gemmatimonadetes (Zhou et al., 2007; Cockell et al., 2009), con
respecto a este Ultimo grupo microbiano, podria deberse también a su alta tolerancia

a la desecacion (DeBruyn et al., 2011).
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De manera contraria, otros grupos son reportados como copiétrofos, como
Bacteroidetes y Proteobacteria (Fierer et al., 2007), por lo tanto, al correlacionarse
positivamente con el carbono, es comudn encontrarlos asociados a las plantas, como

en la presente investigacion.

Ciertos grupos no solo tienen preferencia por las condiciones en la rizosfera,
sino que ademas tienen caracteristicas que permiten su supervivencia al
interaccionar con las plantas. Por ejemplo, aunque en este estudio Actinobacteria
prefirid los interespacios, también presentd una alta abundancia en la rizésfera, esto
puede deberse a que hay grupos que son fijadores de nitrégeno, otros ofrecen
proteccion contra fitopatdgenos, y algunos rompen las células de las plantas para
obtener nutrientes (Hodgson, 2000; Nadeem et al., 2007; Saul-Tcherkas et al.,
2011). Firmicutes también presenta miembros que son promotores del crecimiento
de las plantas, que fijan nitrégeno y solubilizan fésforo (Francis et al., 2010; Marasco
et al., 2012), aunque al igual que Actinobacteria, este grupo presentd una
preferencia por los interespacios. En el caso de los Gemmatimonadetes, estas
bacterias han sido reportadas con la habilidad de acumular fésforo (Zhang et al.,
2003) y este grupo si se presentd ligeramente en mayor abundancia debajo del
agave, donde los nutrientes se encuentran en mayor disponibilidad y podrian ser
acumulados. A las Proteobacteria no solo les gusta el carbono, también tienen la
capacidad de fijar nitrégeno (Fischer, 1994). Los Armatimonadetes también han sido
reportados en la rizosfera de las plantas (Im et al., 2012) y en suelos con altas
temperaturas (Stott et al., 2008, Lee et al., 2011), lo que indica caracteristicas que

le permiten adaptarse a las zonas aridas.

Aunado a esto, algunos grupos microbianos también presentan estrategias
gue les permiten sobrevivir en esta clase de ambientes como Actinobacteria, ya que
algunos miembros de este phylum forman esporas, las cuales sirven para
reproducirse bajo condiciones mas favorables (Madigan et al., 2009; Kdberl et al.,
2011; Marasco et al.,, 2012), pueden entrar en un estado de dormancia
(Gengenbacher y Kaufmann, 2012; Kavamura et al., 2013), caracteristica
compartida con Cyanobacteria (Madigan et al., 1997), y son bacterias filamentosas
(Atlas y Bartha, 1997; Flardh y Buttne, 2009), rasgo también presentado por
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Chloroflexi (Garrity et al., 2006). Cyanobacteria y algunos miembros del grupo
Chloroflexi son fototroficas (Madigan et al., 1997; Hanada, 2014), rasgo que las
ayuda a soportar alta radiacion solar. Ademas, Cyanobacteria tiene la habilidad de
habitar suelos con bajo contenido de nitrégeno (Torres-Cortés et al., 2011) y
Chloroflexi lleva a cabo fijacién de carbono (Caldwell et al., 2007), por lo que el bajo
contenido de nutrientes no es impedimento para su supervivencia. De hecho, ambos
grupos microbianos presentaron un ligero aumento en su abundancia en los
interespacios. Miembros del grupo Firmicutes forman endoesporas que permiten su
supervivencia por periodos extensos de tiempo bajo condiciones ambientales
extremas (Chen y Alexander, 1973; Benardini et al., 2003; Dworkin et al., 2007;
Bachar et al., 2010; Griffiths y Philippot, 2013) y Planctomycetes presenta tolerancia
a ambientes hipersalinos (Liang et al., 2007; Isenbarger et al., 2008; Dillon et al.,
2009). Por ultimo, las bacterias también pueden ser buenas competidoras, por
ejemplo, algunos grupos producen antibiéticos como Actinobacteria (Lechevalier y
Lechevalier, 1967; Ventura et al., 2007) y Firmicutes, que ademas de antibioticos,

producen exopolisacéaridos (Lal y Tabacchioni, 2009; Marasco et al., 2012).

El hecho de que la composicién microbiana reportada de manera general en
el suelo de zonas aridas sea similar, indica que la planta no es el Unico factor de
seleccion de la comunidad y se ha visto en numerosos estudios, que seran
abordados posteriormente, que las propiedades fisicoquimicas del suelo ejercen
influencia sobre ésta. En la presente investigacién se observé que las propiedades
fisicoguimicas que tienen una mayor influencia en la composicién y estructura de la
comunidad microbiana fueron el pH, la CE, humedad, MO y la relacién C/N. Al
respecto de estas propiedades, la conductividad eléctrica, materia organica y la
humedad se encuentran relacionadas, como se puede ver en las medias reportadas,
cuando una de estas propiedades aumenta, las demas también, lo que se debe a
gue como fue mencionado anteriormente, entre mas materia organica esté
presente, mayor sera la capacidad de retener cationes y el agua, actia como un
medio solubilizador de iones y conductor (Kamprath y Welch, 1962; Helling et al.,
1964; Thomas y Hargrove, 1984). Aunado a esto, ha sido varias veces reportado

gue el pH y la MO se correlacionan, ya que esta ultima tiene un efecto acidificante
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por su proceso de descomposicion (Waddington, 1969; Van Breemen et al., 1983;
Thomas y Hargrove, 1984; Zapata, 2004; Bloom et al., 2005; Goulding, 2016).

El pH del suelo es una de las variables ambientales mas reportadas como
factor de seleccién de las comunidades o de algunos grupos microbianos (Fierer y
Jackson, 2006; Wakelin et al., 2008; Clark et al., 2009; Bachar et al., 2010; Andrew
et al., 2012; Lanconi et al. 2013). Seguido por el contenido de humedad y materia
organica en el suelo (Angel et al., 2010; Bachar et al., 2010; Saul-Tcherkas y
Steinberger, 2011; Andrew et al., 2012; Pasternak et al., 2013). A diferencia de estas
propiedades, la CE y la relacion C/N han sido reportadas pocas veces; en el caso
de la CE se ha sefialado dos veces en zonas aridas (Bachar et al., 2010; Andrew et
al., 2012) y la relacion C/N solo ha sido reportada una vez por An et al. (2013),
estudio en el que mencionan que la riqueza de especies se vio influenciada por esta
propiedad. En este estudio se hizo presente esta relacion debido a las condiciones
de Cuatro Ciénegas, ya que ha sido reportado previamente que las comunidades
microbianas son influenciadas por la alta salinidad (Pajares et al., 2016) y las
condiciones oligotréficas (Tapia-Torres et al.,, 2015), caracteristicas que se
relacionan directamente con la conductividad eléctrica y la relacién C/N.

Hasta ahora se ha discutido como se ve afectada la comunidad microbiana
en general, sin embargo, los andlisis mostraron que algunos grupos se
correlacionaron de manera especifica con propiedades fisicoquimicas particulares.
En este sentido, Bachar et al. (2010) mencionan una correlacién positiva entre
Bacteroidetes y Gemmatimonadetes con la materia organica, este ultimo grupo
también presenta una correlacion positiva con la humedad. También mencionan una
correlacion negativa entre Chloroflexi y el contenido de fosforo en el suelo, asi como
afinidad del grupo Acidobacteria con el amonio y el fosforo. Estos resultados son
similares a los encontrados en el presente estudio, sin embargo, las correlaciones
referentes a los grupos Acidobacteria y Chloroflexi, en este caso no fueron
estadisticamente significativas. Andrew et al. (2012), mencionan una correlacion
entre el pH y el grupo de las Acidobacteria, aunque no mencionan de qué tipo era
la correlacion, en esta investigacion se encontré una correlacion negativa, lo que ha

sido reportado por otros investigadores (Sait et al., 2006). Aunado a esto, se
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encontré una correlacion positiva entre la humedad y el phylum Proteobacteria, asi
como una correlacion negativa entre esta propiedad y los phyla Actinobacteria y
Cyanobacteria, correlacion que también es reportada por otros investigadores
(Bachar et al., 2010; Pasternak et al., 2013; Torres-Cortés et al, 3023; Taketani et
al., 2015).

Algunos estudios reportan diferencias en las propiedades fisicoquimicas
segun la estacién en la que fue tomada la muestra (Aguilera et al., 1999; Saul-
Tcherkas y Steinberger, 2011), patrén encontrado en la presente investigacion, en
secas hay una separacion marcada entre las muestras de la rizésfera y las de
interespacio, mientras que en lluvias, las muestras se agrupan y mezclan mas. Lo
anterior puede deberse a que hubo mayor precipitacion en época de lluvias, lo que
homogeneiz6 las condiciones del suelo. En varios de estos estudios donde se
menciona la influencia de la humedad en el suelo, se suele relacionar con un
aumento de precipitacion debido a la temporada (Torres-Cortés et al., 2012;
Kavamura et al., 2013; Taketani et al., 2015). Aguilera et al., (1999), mencionan un
aumento en el porcentaje de MO y en las concentraciones de nitrégeno total y
fosforo, asi como una disminucién en los valores de la CE, cuando hubo mayor
precipitacion. Estas propiedades fisicoquimicas, tuvieron la misma respuesta en la

presente investigacion.

Otros estudios también reportan cambios en la composicién y estructura de
la comunidad microbiana por efecto de la temporada (Aguilera et al., 1999; Saul-
Tcherkas y Steinberger, 2011; Lanconi et al., 2013; Postma et al., 2016). En esta
investigacion, aunque la estacion no fue el factor mas influyente, el andlisis NMDS
mostré que las muestras pertenecientes a los interespacios, presentaban una
diferenciacion segun si habian sido tomadas en temporada de secas o de lluvias.
En algunos estudios se menciona que durante la época de secas no se aprecia una
diferenciacion entre las muestras tomadas en la rizésfera de la planta de estudio,
ni en los interespacios (Torres-Cortés et al., 2012; Kavamura et al., 2013; Lanconi
et al., 2013; Taketani et al., 2015). Kavamura et al. (2013) explican este fenédmeno
diciendo que la presion ejercida en época de secas es tal, que se elimina el efecto

de la rizésfera, sin embargo, aqui se observd el efecto contrario, es decir, las
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condiciones debajo del agave se mantienen tan estables, que no permiten que la
temporada ejerza presion sobre las comunidades de microorganismos. Es probable
gue la diferencia entre los resultados obtenidos en este estudio y los reportados por
estos autores se deba a que las especies de plantas elegidas por ellos son
estructuralmente distintas al Agave lechuguilla. Dichos trabajos analizan la
microbiota de un cactus columnar, dos arboles y una Mammilaria, en estas
especies, el suelo que se encuentra debajo de las plantas esta mas expuesto al sol
y por lo tanto a la evaporacién. En contraste, los agaves forman manchones de
varios individuos y cada uno se encuentra al ras del suelo, lo que permite una mayor

concentracion de exudados y humedad, manteniendo las condiciones mas estables.

En los estudios previamente hechos en agaves, se ha reportado una
influencia de la temporada Unicamente en las comunidades de la endoésfera
(Coleman-Derr et al., 2015). Es probable que las comunidades endoéfitas sean mas
sensibles a las variaciones fisiologicas de la planta debido a la estacionalidad, sin
embargo, estos cambios pueden no ser lo suficientemente marcados como para
reflejarse en la composicion de los exudados radicales, y por lo tanto, no se

observan cambios significativos en la composicién de la microbiota rizosférica.

Con respecto a los géneros que presentaron diferencias significativas por
estacion, se encuentran Acidobacteria perteneciente al subgrupo 6 vy
Pseudonocardia, para estos grupos ha sido reportado que pueden consumir una
gran variedad de sustratos organicos (Henssen, 1957; Huber et al., 2016), en
temporada de lluvias que es cuando aumenta su abundancia, también existe un
aumento en el porcentaje de MO, lo que podria explicar el incremento en su
abundancia. Por otra parte, el género Steroidobacter estd conformado por algunos
miembros desnitrificantes (Fahrbach et al., 2008), y en los resultados referentes a
las propiedades fisicoquimicas, se observo un cambio en aquellas relacionadas con
el nitrégeno, lo que sugiere un aumento en la actividad microbiana de grupos
asociados al ciclo del nitrégeno en época de lluvias, Steroidobacter podria ser un
ejemplo de esto. El grupo de las Kallotenuales presentd un aumento en su

abundancia en época de secas y como se menciond anteriormente, en los
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interespacios, al ser bacterias filamentosas (Cole et al.,, 2013), son capaces de

adaptarse a estas condiciones adversas.

Los factores hasta ahora descritos que moldean a la comunidad microbiana
pueden influir en cémo las distintas poblaciones de microorganismos interactiian
entre ellas, ya sea de manera positiva o negativa. Los andlisis de co-ocurrencia
pueden ser una manera de identificar interacciones, multiples estudios basados en
este método han sugerido interacciones entre grupos de microorganismos. Saul-
Tcherkas y Steinberger (2011), en su estudio realizado en el desierto de Negev
(Israel), mencionan una interaccion positiva entre el grupo Gemmatimonadetes con
Acidobacteria y una correlacién negativa entre Bacteroidetes y Chloroflexi. En esta
investigacion sucedidé lo mismo, sin embargo, en el caso de Acidobacteria y
Gemmatimonadetes, la correlacidn fue significativa exclusivamente en el analisis
por estacion y no entre rizésfera e interespacios. Del mismo modo, el antagonismo
entre Bacteroidetes y Chloroflexi, solamente fue significativo en época de secas.
Similar es el caso de la correlacion positiva entre Acidobacteria con Proteobacteria
y Verrucomicrobia (estadisticamente significativa Unicamente en condiciones de
temporada). La interaccion entre Acidobacteria y Proteobacteria ha sido
mencionada en repetidas ocasiones (Meisinger et al, 2007; Barberan et al., 2012,
Kielak et al., 2016; Shi et al., 2016), incluso se cree que las Acidobacteria pueden

estar utilizando el carbono fijado por las Proteobacteria (Meisinger et al., 2007).

No obstante, dichos analisis de co-ocurrencia presentan una limitacion, ya
que los patrones de co-ocurrencia de dos grupos de organismos pueden generarse
no solamente por las interacciones entre ellos, sino también por sus preferencias de
habitat. Un ejemplo de esto es el fendbmeno de co-ocurrencia entre
Gemmatimonadetes y Planctomycetes, el cual ha sido reportado en otros estudios
(Drees et al., 2006; Oren, 2014), en los que se sugiere gque la presencia de ambos,
no necesariamente se debe a una interaccion directa entre estos grupos, sino que

puede ser por su afinidad por ambientes pobres en nutrientes.

Otra de las limitaciones de los andlisis de co-ocurrencia es que, la presencia
0 ausencia de la significancia de estas interacciones, se puede deber a algun
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cambio en las propiedades fisicoquimicas del suelo o ser producto del cambio de
estacion, distinguir el efecto de cada factor es muy dificil de detectar por este tipo
de andlisis. Ademas cabe recalcar que el andlisis hecho a nivel de phyla enmascara
la respuesta de grupos microbianos particulares tanto a las interacciones con otros
microorganismos como a las propiedades fisicoquimicas. En los resultados de la
presente investigacion, en todas las condiciones, se encontré un antagonismo muy
fuerte entre el phylum Actinobacteria con los phyla Proteobacteria y Bacteroidetes
(Xu et al.,, 2014), el cual puede deberse, a como ya fue mencionado, a una
preferencia por los interespacios de parte de Actinobacteria y de la rizosfera en el
caso de Proteobacteria. Por lo tanto, debido a estas diferencias, cuando la
abundancia relativa de un grupo aumenta, la abundancia del otro disminuye. Del
mismo modo, en el caso de Bacteroidetes aunque no hay reportes de que se
encuentra en mayor abundancia en la rizésfera de plantas de zonas aridas, en
nuestros resultados se puede observar que la abundancia relativa de este grupo
aumenta un poco mas del doble en la rizésfera en comparacién con los
interespacios (4.8% y 2.1%, respectivamente). Ademas de que se ha mencionado
gue su abundancia relativa aumenta en condiciones de mayor humedad (Saul-
Tcherkas y Steinberger, 2011; Kavamura et al., 2013) y materia organica (Bachar et
al., 2010), propiedades fisicoquimicas con las que este grupo también se ve
correlacionado positivamente en nuestros resultados, a diferencia de Actinobacteria

gue presenta una correlacion negativa con ellas.

Asimismo, encontramos una fuerte y persistente correlacién positiva entre
Bacteroidetes con Proteobacteria y Verrucomicrobia. Shi et al. (2016) reportan en
un estudio que realizaron con muestras de rizosfera e interespacio, la correlacion
entre Bacteroidetes y Proteobacteria. De la misma manera, Barberan et al., (2012),
reportaron la co-ocurrencia de los tres phyla en un estudio que hicieron con
muestras de diferentes tipos de suelos, ecosistemas y climas del continente
americano y de la Antartica. El hecho de que estas interacciones positivas ocurran
de manera “universal”’ bajo todas esas condiciones distintas, podria indicar que no
es resultado Unicamente de la preferencia por ciertas propiedades fisicoquimicas

del suelo o clima, sino que puede existir una asociacion real entre estos grupos.
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5. Consideraciones finales

Con este trabajo fue posible comprobar nuestra hipoétesis, la comunidad de
microorganismos del suelo en zonas aridas esta siendo seleccionada mediante
diversos factores abiéticos y biéticos, siendo el principal elemento de seleccién el
hébitat de los microorganismos, es decir, la rizésfera o los interespacios. Asimismo,
el pH, la conductividad, la materia organica, la humedad y la relacion C/N,
influencian a la comunidad microbiana. De cualquier forma, es importante notar que
no es solo un factor aislado, es decir, Unicamente el efecto de la rizésfera, o de las
propiedades fisicoquimicas, la temporada o los miembros de la comunidad
microbiana, se observo que en mayor o menor grado, todas las variables actian en

conjunto afectando la composicidn y estructura de las comunidades.

Este trabajo tiene areas de oportunidad, por un lado, valdria la pena hacer
los muestreos bajo las condiciones climaticas mas intensas, ya que en el presente
estudio, representan la condicion de la comunidad microbiana al final de cada
temporada, es por ello que el efecto de la estacionalidad pudo haberse visto
atenuado. Para un préximo muestreo seria recomendable hacerlo en febrero,
cuando hace mucho frio y en junio o julio, cuando hace mucho calor. También seria
importante medir temperatura y humedad directamente del suelo donde se toma la
muestra con la finalidad de hacer un andlisis mas especifico de como estas

variables afectan directamente a las comunidades microbianas.

Aunado a esto, el nivel taxonémico al que se hizo este estudio también puede
influir en las conclusiones, nosotros a pesar de que hicimos todos los analisis a nivel
de phyla, familia y género, para el andlisis final nos quedamos con los datos
obtenidos para los phyla y algunos géneros seleccionados bajo diferentes criterios,
esto debido al tiempo disponible sefialado por el posgrado para realizar el trabajo
de investigacién. Hacerlo todo a un nivel taxonémico mas fino, como lo es a nivel
de género, requiere invertir mas tiempo en el andlisis de sus capacidades
funcionales y de adaptacion al habitat por el aumento en la cantidad de grupos que
deben investigarse, ademas de que existe la limitacidon sobre la informacion

disponible correspondiente a cada uno de ellos.
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Por ultimo, el andlisis de correlacién entre los grupos de microorganismos no
permite saber con seguridad si es directamente una interaccion entre ellos o si estan
influyendo otras variables. Es por ello que seria Gtil construir redes de interaccion a
nivel de género para hacerlo mas especifico y tomar correlaciones significativas muy
altas, es decir, cercanas al 1 o0 -1, esto con la finalidad de seleccionar interacciones
fuertes y aumentar el nivel de confianza, teniendo mayor seguridad para concluir

gue las interacciones entre los microorganismos son reales (Lupatini et al., 2014).

Si bien este trabajo puede ser mejorado, fueron tomados en cuenta varios
factores tanto abidticos como bioticos, asi como la interaccion entre estos, cosa
gue no se ha hecho en muchos otros estudios en los que mas bien analizan solo
uno o dos de estos factores. También es un aporte importante, tanto para el ambito
ecoldgico de las zonas aridas como de los microorganismos. Muchas veces en
estas regiones aridas se cree que existe una baja diversidad o que la actividad
microbiana es muy baja y poco variable, cuando al contrario, debido a las
caracteristicas que presentan pueden encontrarse situaciones unicas. Incluso para
el sitio de Cuatro Ciénegas también representa un aporte, ya que la mayoria de los
estudios de microorganismos realizados en este valle, se encuentran enfocados a
aguellos presentes en el agua y no en el suelo, en especial la rizosfera. Con
respecto a los microorganismos, gracias a este tipo de investigaciones, se esta
empezando a ver un patron de cuales son los factores de seleccibn mas
sobresalientes, tanto generales (sin importar clima, ecosistema, etc.), como
particulares a cada grupo de organismos en las zonas aridas, siendo de utilidad
para trabajos futuros, que pueden ir desde favorecer el cultivo de especies que aln
no han podido ser aisladas tomando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas
gue favorecen o perjudican ciertos grupos microbianos, hasta inclusive entender

procesos ecoldgicos en la estructuraciéon de las comunidades microbianas.
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Anexo 1. Procesamiento de las secuencias en Mothur

1. Parear las secuencias forward y reverse de las muestras:

make.contigs(file=stability.files)

2. Contar el nimero de secuencias de un grupo especifico:

count.groups(group=stability.contigs.groups)

3. Mejorar la calidad de las secuencias y delimitar su longitud:
screen.seqs(fasta=stability.trim.contigs.fasta, group=stability.contigs.groups,
maxambig=2, minlength=500, maxlength=604)

4. Trabajar con secuencias Unicas y disminuir el tempo de procesamiento:

unique.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.fasta)

5. Juntar el archivo de las secuencias con el de los grupos que les correspoden:
count.seqgs(name=stability.trim.contigs.good.names,

group=stability.contigs.good.groups)

6. Reducir el tamafio de la base de datos de referencia de SILVA para el alineamiento a

la region de interés:

a) A partir de la secuencia de E.coli, se recorta la region de interés a través de la

secuencia de nuestros primers: pcr.seqs(fasta=ecoli.fasta, oligos=0ligos1.txt)

b) Elarchivo de salida se alinea con la base de datos de referencia:
align.seqgs(fasta=ecoli.pcr.fasta, reference=silva.nr_v123.align)

c) Se revisa donde empieza y termina la secuencia y a partir de esta informacién se
recorta la base de datos de referencia: pcr.seqs(fasta=silva.nr_v123.align,
start=6428, end=28450, keepdots=F)

7. Alinear nuestras secuencias con la base de datos de referencia recortada:
align.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.fasta,reference=silva.recortado.fas
ta)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Volver a definir los criterios de nuestras secuencias:
screen.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.align,count=stability.trim.contigs.
good.count_table,summary=stability.trim.contigs.good.unique.summary,

optimize=start, criteria=90, end=22022, maxhomop=24)

Filtrar secuencias y quitar los espacios sin pares de bases:

filter.seqgs(fasta=stability.trim.contigs.good.unigue.good.align, vertical=T, trump=.)

Volver a trabajar con secuencias Unicas:
unique.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good. filter.fasta,

count=stability.trim.contigs.good.good.count_table)

Reagrupar las secuencias definiendo la cantidad maxima de diferencias entre ellas:
pre.cluster(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.fasta, count=

stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.count_table, diffs=2)

Volver a definir los criterios de nuestras secuencias:
screen.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.fast
a,count=stability.trim.contigs.good.unigue.good.filter.unique.precluster.count_table,

maxambig=0)

Identificar las quimeras:
chimera.vsearch(fasta=stability.trim.contigs.good.unigue.good.filter.unique.precluster
.good.fasta,count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.good.

count_table,dereplicate=t)

Remover quimeras:

remove.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.go
od.fasta,count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.good.de
novo.vsearch.pick.count_table,accnos=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.un

ique.precluster.good.denovo.vsearch.accnos)

Clasificar secuencias:
classify.seqs(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.go
od.pick.fasta,count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.goo
d.denovo.vsearch.pick.pick.count_table,template=silva.nr_v123.align,

taxonomy=silva.nr_v123.tax, cutoff=0)
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16.

Remover secuencias de linajes distintos a las bacterias:

remove.lineage(fasta=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.
good.pick.fasta,count=stability.trim.contigs.good.unique.good.filter.unique.precluster.g
ood.denovo.vsearch.pick.pick.count_table,taxonomy=stability.trim.contigs.good.uniqu
e.good. filter.unique.precluster.good.pick.nr_v123.wang.taxonomy, taxon=Chloroplast-

Mitochondria-unknown-Archaea-Eukaryota)

Es importante notar que se utilizaba el comando summary.seqs después de cada

uno de estos comandos con la finalidad de verificar que todo fuera saliendo en orden y los

archivos que se iban utilizando en cada comando, pertenecian a los archivos de salida del

paso anterior.

17.

18.

19.

20.

21.

Calcular OTUs por el método de distancia:

cluster.split(fasta=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.subsam
ple.fasta,name=stability.trim.unigue.good.filter.unique.precluster.pick.pick.subsample.
names,taxonomy=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.nr_v123.wang

.pick.subsample.taxonomy, taxlevel=6, method=dgc, cutoff=0.03)

Crear archivo shared para realizar los calculos siguientes:
make.shared (list=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.subsampl

e.dgc.list, group=stability.good.pick.pick.pick.subsample.groups, label=0.03)

Obtener OTUs observados, estimador de Chao e indices de diversidad por muestra:
summary.single(shared=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.su

bsample.dgc.shared)

Obtener curvas de rarefaccion:
rarefaction.single(shared=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.

subsample.dgc.shared, freq=1000)

Calcular diversidad beta:
summary.shared(shared=stability.trim.unique.good.filter.unique.precluster.pick.pick.s

ubsample.dgc.shared, calc=braycurtis)
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Anexo 2. Codigo utilizado para los analisis en Rstudio

1. Andlisis estadisticos correspondientes a las propiedades fisicoquimcias, utilizando
como ejemplo el del pH:
setwd("™)
muestreol<-read.table(".txt", header = T)

Prueba de normalidad:
shapiro.test(muestreo1$pH)
ggnorm(muestreo1$pH)
hist(muestreo1$pH)

Anova de dos vias:

aov2pH<-aov(Im(pH ~ Temporada + Suelo + Temporada * Suelo,
data=muestreol))

summary(aov2pH)

Prueba post-hoc:
TukeyHSD(aov2pH)
plot(TukeyHSD(aov2pH))

Verificacién del buen ajuste del modelo:
ggnorm(aov2pH$residuals)
hist(aov2pH$residuals)

plot(aov2pH$res)

2. Andlisis NMDS, como ejemplo el de la composicidn microbiana y construccién del
heatmap:

library(vegan)

library(MASS)

library(ggplot2)

library(gplots)

gen<-read.table(".txt", header=TRUE, row.names = 1, sep="\t")
phyla<-read.table(".txt", row.names=1)

muestreot <- read.table(".txt", row.names = 1)
trat<-read.table(".txt", row.names=1)

NMDS:
NMDSG<-metaMDS(gen,trace=FALSE)
stressplot(NMDSG)
plot(NMDSG,type="t")
plot(NMDSG,type="t", display="sites")

Ajuste de las propiedades fisicoquimicas:
fitG<-envfit(NMDSG, muestreot, permu=999)
fitG

plot(fitG,p.max = 0.1)
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Construccion de la figura del NMDS:

varG <- gen

tratG<-trat

varG$sites <- rownames(gen)

tratG$sites <- rownames(trat)

dat <- merge(varG, tratG); datorig <- dat
data.scores <- as.data.frame(scores(NMDSQG))
data.scores$sites <- rownames(data.scores)
datG <- merge(dat, data.scores)

dat$punto <- as.factor(paste(dat$Suelo, dat$Temporada, sep ="_"))
levels(dat$punto) <- ¢("0", "15", "2", "17")
dat$punto <- as.numeric(as.character(dat$punto))

png(flename="nmdsg.png", width=15, height=9, units=c("cm"), res=300)
nmdsg<-ggplot(datG, aes(NMDS1, NMDS2)) + #geom_text(aes(label=sites)) +
geom_point(aes(pch = Temporada, x=NMDS1, y = NMDS2, col = Suelo),
size=3.5) + scale_color_manual(values = c("Agave"="green3",
"Interespacio”="saddlebrown")) +
guides(colour=guide_legend(override.aes=list(shape = 15)))
theme_linedraw(FALSE)

print(nmdsg + ggtitle("Género") + theme(plot.title=element_text(hjust=0.5,
size=20)))
dev.off()

Construccién del heatmap

mergeSP<-merge(trat,phyla, by="row.names", all.x=FALSE)

dim(phyla)

dim(trat)

dim(mergeSP)

reordermergeSP <-mergeSP[order(mergeSP$Suelo, mergeSP$Row.names),]
(gecoll<-ncol(trat)+2)

(gecol2<-ncol(reordermergeSP))
justgeSP<-reordermergeSP[,gecoll:gecol2]

justgeSP[1:5,1:5]

rownames(justgeSP[1:10,])
rownames(justgeSP)<-reordermergeSP$Row.names
rownames(justgeSP[1:10,])

justge2SP<-as.matrix(t(justgeSP))

justge2SP[1:5,1:5]
scalered<-colorRampPalette(colors=c("white","red"))(256)
color.map<-function(Suelo){if(Suelo=="Interespacio")"'saddlebrown" else
if(Suelo=="Agave")"limegreen"}

sidebarcolorsSP <- unlist(lapply(reordermergeSP$Suelo, color.map))

heatmap.2(justge2SP, Rowv=NA, Colv=TRUE, dendrogram = "column”,
trace="none", cexCol = 1.2, cexRow = 1.2, col=scalered,xlab = "Muestra",
ylab="Phyla", margins=c(6,14), ColSideColors=sidebarcolorsSP, key = TRUE,
keysize = 1.5, key.title = "% de abundancia", main = "Rizésfera e Interespacio”)
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legend("left", xpd=par, legend=c("Interespacio”, "Agave"), col=("saddlebrown",
"limegreen"), Ity = 1, lwd =5, cex=.8)

3. Andlisis de correlacion, utilizando como ejemplo a los referentes a los
microorganismaos:
library(corrplot)
library(acepack)
library(Hmisc)

o Andlisis de correlacién y significancia
PP <- read.table(".txt", header=TRUE)
cpp<-rcorr(as.matrix(PP), type = "spearman")
tcppr<-as.data.frame(signif(cpp$r, 2))
tcppp<-as.data.frame(signif(cpp$P, 4))
write.table(tcppr, ".xIs", quote = T, sep = "\t", row.names = F)
write.table(tcppp, ".xIs", quote = T, sep = "\t", row.names = F)

e Construccion del correlograma
TPP<-cor(PP, method = "spearman")
png(filename="PP.png", width=15, height=10, units=c("in"), res=300)
corrplot(TPP[15:28,15:28], type = "lower", method="circle", tl.cex = 1.4, cl.cex =
1.4, tl.col = "black", tl.srt = 45, title = "Primavera"“, mar = ¢(0,0,1,0), cex.main = 2)
dev.off()
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Anexo 3. Reporte de secuenciacion

|/

Servicios Gandmicos
Cinvestav-Langeblo

15 de febrero de 2017

REPORTE DE RESULTADOS — SECUENCIACION POR SINTESIS (SBS)

Responsable: Dra. Valeria Souza Zaldivar

Usuarios: Dra. Nguyen Esmeralda Lopez Lozano

Nombre del Proyecto: Agave lechuguilla, Cuatro Ciénegas.

Descripcion del servicion: Generacion de amplicon 16S y sus respectivas bibliotecas de 48

muestras para posteriormente, secuenciar en MiSeq formato 2x300.

No. Cotizacion: VS.Mi.100117.1

Fecha de corrida: 10 de Febrero de 2017

Recepcion de Muestras. Para proceso 16S

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL USUARIO

1 BA1l 52.9 1.51 0.71
2 BA2 81.9 1.7 0.97
3 BA3 90.3 1.68 0.85
4 Bl1 48.9 1.47 0.86
5 BI2 423 1.46 0.73
6 BI3 43.5 1.54 0.75
7 CAl1 65.7 1.56 0.81
8 CA2 37.8 1.55 0.81
9 CA3 66.5 1.59 0.93
10 a1 69 1.56 0.79
11 Ci2 67.4 1.59 0.83

Km. 9.6 Libramiento Norte, Carretera Irapuato-Ledn, Apdo. Postal 629, C.P. 36821, Irapuato, Gto. México
Tel: (462) 166 3022, 166 3024, 166 3023, 166 3021
Fax: (462) 607 8276
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12 Ci3 77.3 1.7 0.57
13 0A1 102.4 1.67 0.67
14 0A2 102.4 1.67 1.02
15 0A3 88.7 1.64 0.98
16 ol1 54.5 1.51 0.67
17 012 78.2 1.63 0.82
18 oI13 38.7 1.37 0.44
19 MA1 100.5 1.73 1.19
20 MA2 64.6 1.56 0.92
21 MA3 1311 1.64 1
22 MI1 34.5 14.27 0.57
23 MI2 39.2 1.31 0.6
24 MI3 39.6 1.35 0.66
25 2BA1 35.4 1.38 1.13
26 2BA2 71.1 1.56 1.12
27 2BA3 90.1 1.56 0.95
28 2BI1 32.6 1.29 0.57
29 2BI2 68.5 1.54 0.76
30 2BI3 41.1 1.32 0.57
31 2CA1 165.3 1.71 1.2
32 2CA2 121.5 1.82 1.28
33 2CA3 78.3 1.61 0.91
34 2C11 75.6 1.51 0.84
35 2C12 66.2 1.57 0.75
36 2CI13 48.6 1.45 0.57
37 20A1 122.3 1.65 0.97
38 20A2 135.7 1.74 1.1
39 20A3 129.2 1.66 0.96
40 2011 63.8 1.57 0.8
41 2012 58 1.5 0.65
42 2013 53.6 1.48 0.66
43 2MA1 73.1 1.52 0.9
44 2MA2 57.8 1.51 0.73
45 2MA3 99.3 1.6 0.95
46 2MI1 53.3 1.46 0.34
47 2MI2 51.9 1.37 0.65
48 2MI3 49 1.44 0.81

Servicios Gandmicos
Cinvestav-Langeblo

Km. 9.6 Libramiento Norte, Carretera Irapuato-Ledn, Apdo. Postal 629, C.P. 36821, Irapuato, Gto. México
Tel: (462) 166 3022, 166 3024, 166 3023, 166 3021

104

Fax: (462) 607 8276



CUANTIFICACIOPN INTERNA POR FLUORESCENCIA

1 BA1 18.2 VS1AL2SS01| 701 513
2 BA2 56.4 VS1AL2SS02 | 701 515
3 BA3 64.4 VS1AL2SS03 | 701 516
4 Bl1 236 VS1AL25504 | 701 517
5 BI2 15.1 VS1AL2SS05 | 701 518
6 BI3 16.4 VS1AL2SS06 | 701 520
i CA1 42 VS1AL2SS07 | 701 521
8 CA2 16.4 VS1AL2SS08 | 701 522
9 CA3 36.4 VS1AL2SS09 | 702 513
10 ci 35.2 VS1AL2S510| 702 515
11 Ci2 31.8 VS1AL2SS11|702 516
12 ci3 394 VS1AL25512 | 702 517
13 OA1 62.6 VS1AL2S513 | 702 518
14 0A2 61.8 VS1AL2S514 | 702 520
15 0OA3 472 VS1AL25515|702 521
16 on 17.3 VS1AL25516 | 702 522
17 012 30 VS1AL2SS17| 703 513
18 (0K} 9.26 VS1AL2S518 | 703 515
19 MA1 69.6 VS1AL2S519 | 703 516
20 MA2 354 VS1AL25520| 703 517
21 MA3 654 VS1AL25521|703 518
22 Mi1 8.04 VS1AL25522 | 703 520
23 Mi2 13.5 VS1AL2SS23 | 703 521
24 Mi3 : b VS1AL2SS24 | 703 522
25 2BA1 36.4 VS1AL2SS25| 704 513
26 2BA2 354 VS1AL2SS26 | 704 515
27 2BA3 36.4 VS1AL25S27 | 704 516
28 2BI1 1.86 VS1AL2SS28 | 704 517
29 2BI2 264 VS1AL2SS29 | 704 518
30 2BI3 10.3 VS1AL2SS30| 704 520
31 2CA1 114 VS1AL2SS31| 704 521
32 2CA2 106 VS1AL2SS32 | 704 522
33 2CA3 354 VS1AL2SS33 | 705 513
34 2CI1 11.8 VS1AL25534 | 705 515
35 2CI12 23.2 VS1AL2SS35 | 705 516
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36 2C13 7.86 VS1AL2SS36 | 705 517
74 20A1 578 VS1AL2SS37 | 705 518
38 20A2 954 VS1AL2SS38 | 705 520
39 20A3 54 VS1AL2SS39 | 705 521
40 2011 254 VS1AL2SS40 | 705 522
41 2012 121 VS1AL2SS41 | 706 513
42 2013 10.8 VS1AL2SS42 | 706 515
43 2MA1 234 VS1AL2SS43 | 706 516
44 2MA2 12 VS1AL2S544 | 706 517
45 2MA3 55.6 VS1AL2SS45 | 706 518
46 2MI1 9.02 VS1AL2SS46 | 706 520
47 2MI2 844 VS1AL2SS47 | 706 521
48 2MI3 173 VS1AL2S548 | 706 522
PROCESO:
Disefio de Primers:
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
357 Forward CTCCTACGGGAGGCAGCAG
5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
CD Reverse CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC

Generacion de Amplicon 16S revisadas en gel de agarosa

Inserto mas o menos de 650pb

/

(4

Servicios Gendmices
Cinvestav-Langeblo

Amplicon generado de aprox. 650 pb. En todos los casos se removieron los fragmentos mas chicos
purificando la muestra con Ampure XP previo a la generacion de Bibliotecas.
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GENERACION DE BIBLIOTECAS A partir del producto de PCR

Una biblioteca por cada muestra “
Servicios 00n04nlees
Cinvestav-Langeblo
BIBLIOTECA VS1AL2SS01 BIBLIOTECA VS1AL2SS04 BIBLIOTECA VS1AL2SS09
Fu) Ful+ Ful_
-y ‘\ - ,\ 100 ﬂ
100 [ 100 (1 ’ 50 ﬂ
o-,.er“.....___) \“J‘a oA ’ J N 01—
DL ) T LIS LA LI B T 1 T L LILIL I B 1 I | B A 5
15 100 200 300 400 700 [opl 15 100 200 300 400 700 [op] 15 mmmm 700
BIBLIOTECA VS1AL 28512 BIBLIOTECAVS1AL 28817 BIBLIOTECA VS1AL 28520
Fu) ﬁ Ful Ful
150 . —
100+ 1\ l : A f 200
50 I\ i I 100
0 a.&__._kﬁ_—__) | U o-..J ; \"'\ 0 JIL
LA L] LI LA 1§ hem! e L] L LA LA 1 - LI |
15 100 200 300 400 700 op) 15 100 200 300 400 700 [bp) 15 100 200 300 400 700 [bp]
BIBLIOTECA VS1AL2SS25 BIBLIOTECA VS1AL25S28 BIBLIOTECA VS1AL2S533
Fu) 4 Fu) Fu)
|1 - |
O | T | R psd < —
LA LB L LALELE |20 K 2 L Al LI LALELJ LALERLLER) ] & 1) LS
15 100 200 300 400 700 o) 15 100 200 300 400 700 [op) 15 100 200 300 400 700 [bp)
VS1AL2SS36 BIBLIOTECA VS1AL2SS41 BIBLIOTECA VS1AL 25544

il

Promedio de longitud una vez terminada las bibliotecas:
733pb
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RESULTADOS CORRIDA:

&

Servicios Gandmices
Cinvestav-Langeblo

ID: VS1AL2SSr001 (Nombre con el cual podra identificar el folder que contiene los resultados en la
liga que se le otorga al final).

Ciclos Rendimiento %2Q30
Read 1 301 4.63 Gbp 82.34
Read 2 301 4.63 Gbp 73.64
Total 602 9.26 Gbp 78.52
Linea Read Lec:itlltrraasrsm :ﬁ:::;:: I:::,:::es %2Q30 | Rendimiento
R1+R2
1 22,238,512 | 19,707,768 39,415,536 82.34 4.63 Gbp
22,238,512 | 19,707,768 73.64 4.63 Gbp
Porcentaje de Lecturas identificadas por el index: 44.5792
% Lecturas
# ID Biblioteca| Index1(I7) |Index2 (I5) |identificadas | | ECTURAS
(PF) TOTALES

1 VS1AL2SS01 | TAAGGCGA | TCGACTAG 0.9639 189,963
2 VS1AL2SS02 | TAAGGCGA | TTCTAGCT 0.908 178,947
3 VS1AL2SS03 | TAAGGCGA | CCTAGAGT 0.9228 181,863
4 VS1AL2SS04 | TAAGGCGA [ GCGTAAGA 0.8722 171,891
5 VS1AL2SS05 | TAAGGCGA | CTATTAAG 1.08 212,844
6 VS1AL2SS06 | TAAGGCGA | AAGGCTAT 1.1105 218,855
7 VS1AL2SS07 | TAAGGCGA | GAGCCTTA 0.7492 147,651
8 VS1AL2SS08 TAAGGCGA | TTATGCGA 1.0625 209,395
9 VS1AL2SS09 CGTACTAG TCGACTAG 0.8659 170,650
10 VS1AL2SS10 CGTACTAG TTCTAGCT 0.5861 115,507
11 VS1AL2SS11 CGTACTAG CCTAGAGT 0.9762 192,387
12 VS1AL2SS12 | CGTACTAG | GCGTAAGA 0.7494 147,690
13 VS1AL2SS13 CGTACTAG CTATTAAG 0.9525 187,716
14 VS1AL2SS14 | CGTACTAG | AAGGCTAT 1.0166 200,349
15 VS1AL2SS15 | CGTACTAG | GAGCCTTA 0.9479 186,810
16 VS1AL2SS16 | CGTACTAG | TTATGCGA 0.9506 187,342
17 VS1AL2SS17 | AGGCAGAA | TCGACTAG 1.0379 204,547
18 VS1AL2SS18 | AGGCAGAA | TTCTAGCT 1.1165 220,037
19 VS1AL2SS19 | AGGCAGAA | CCTAGAGT 0.9722 191,599
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20 VS1AL2SS20 | AGGCAGAA | GCGTAAGA 0.8015 157,958
21 VS1AL2SS21 AGGCAGAA CTATTAAG 1.0192 200,862
22 VS1AL2SS22 AGGCAGAA | AAGGCTAT 1.0756 211,977
23 VS1AL2SS23 AGGCAGAA | GAGCCTTA 0.7977 157,209
24 VS1AL2SS24 | AGGCAGAA | TTATGCGA 0.9766 192,466
25 VS1AL2SS25 TCCTGAGC TCGACTAG 0.8706 171,576
26 VS1AL2SS26 TCCTGAGC TTCTAGCT 1.1239 221,496
27 VS1AL2SS27 TCCTGAGC CCTAGAGT 0.7621 150,193
28 VS1AL2SS28 TCCTGAGC GCGTAAGA 0.5653 111,408
29 VS1AL2SS29 TCCTGAGC CTATTAAG 1.068 210,479
30 VS1AL2SS30 TCCTGAGC AAGGCTAT 0.9904 195,186
31 VS1AL2SS31 TCCTGAGC GAGCCTTA 1.0368 204,330
32 VS1AL2SS32 TCCTGAGC TTATGCGA 0.9731 191,776
33 VS1AL2SS33 GGACTCCT TCGACTAG 0.9709 191,343
34 VS1AL2SS34 GGACTCCT TTCTAGCT 1.1418 225,023
35 VS1AL2SS35 GGACTCCT CCTAGAGT 0.9222 181,745
36 VS1AL2SS36 GGACTCCT GCGTAAGA 0.7968 157,031
37 VS1AL2SS37 GGACTCCT CTATTAAG 1.2071 237,892
38 VS1AL2SS38 GGACTCCT AAGGCTAT 1.1855 233,636
39 VS1AL2SS39 GGACTCCT GAGCCTTA 0.8772 172,877
40 VS1AL2SS40 GGACTCCT TTATGCGA 1.0137 199,778
41 VS1AL2SS41 TAGGCATG TCGACTAG 0.7733 152,400
42 VS1AL2S542 TAGGCATG TTCTAGCT 0.8919 175,774
43 VS1AL2S543 TAGGCATG CCTAGAGT 0.3737 73,648

44 VS1AL25544 TAGGCATG GCGTAAGA 0.7432 146,468
45 VS1AL2SS45 TAGGCATG CTATTAAG 0.9897 195,048
46 VS1AL25546 TAGGCATG AAGGCTAT 0.9641 190,003
47 VS1AL2SS47 TAGGCATG GAGCCTTA 0.9517 187,559
48 VS1AL2S548 TAGGCATG TTATGCGA 0.8749 172,423

FastQC

@per base sequence quality

FRT
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Area de Secuenciacion por Sintesis.

MiSeq
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Anexo 4. Total de secuencias obtenidas, OTUs observados, estimador
de Chao e indices de diversidad de Shannon-Wiener y Simpson por

muestra
Muestra | 1otalde OTUs Chao | Shannon- Simpson
secuencias | observados Wiener
1BA1l 54948 11035 55402.92 6.95 0.006
1BA2 56578 10045 44715.03 6.34 0.019
1BA3 47846 10436 43924.40 6.99 0.006
1BI1 48743 10656 48303.66 6.89 0.006
1BI2 62636 10379 38776.39 6.94 0.007
1BI3 62044 11065 48997.58 7.02 0.006
1CAl 36879 11715 53955.22 7.17 0.006
1CA2 56128 10464 44709.35 7.05 0.005
1CA3 45210 10820 54113.79 7.03 0.005
1CI1 34804 10968 49051.68 6.80 0.008
1CI2 60544 9333 39879.01 6.66 0.009
1CI3 44528 10185 48095.32 6.70 0.008
1MA1 57735 9382 35930.18 6.83 0.006
1MA2 56443 9399 44585.69 6.85 0.006
1MA3 50125 8480 33527.29 6.76 0.006
1MI1 55101 9820 41896.32 6.80 0.008
1MI2 58940 10499 48172.86 6.78 0.009
1MI3 65915 10015 37518.26 6.93 0.006
10A1 59261 9731 39039.85 6.79 0.007
10A2 45677 10803 45906.95 6.98 0.005
10A3 56369 10356 46672.33 6.98 0.006
1011 60790 9775 42290.37 6.55 0.011
1012 42650 8519 39945.70 6.31 0.012
1013 57843 9512 42473.33 6.61 0.010
2BA1 50170 11766 54012.73 7.23 0.005
2BA2 63137 11663 47072.10 7.16 0.005
2BA3 43590 11627 50822.02 7.10 0.005
2BI1 20386 12062 58887.03 7.03 0.007
2BI2 52680 10442 43918.10 7.00 0.005
2BI3 46969 10979 51907.00 6.85 0.009
2CA1 60606 10219 48084.71 6.83 0.006
2CA2 54942 9812 45318.06 6.80 0.006
2CA3 52590 9794 48838.25 6.73 0.008
2CI1 56649 9178 44534.36 6.70 0.007
2CI2 48122 9371 45280.72 6.55 0.012
2CI3 39424 10418 52478.66 6.94 0.007
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Muestra | lotalde OTUs Chao | Shannon- Simpson
secuencias | observados Wiener
2MA1 70302 10412 45518.51 6.69 0.008
2MA2 68471 10390 51213.65 6.90 0.005
2MA3 50182 8712 39359.02 6.54 0.007
2MI1 52230 10003 51772.44 6.68 0.010
2MI2 35537 9902 49194.57 6.72 0.008
2MI3 43394 8930 47915.02 6.55 0.008
20A1 22887 9246 38226.01 6.82 0.007
20A2 41420 10011 46024.02 6.85 0.007
20A3 63971 10313 51109.08 6.79 0.007
2011 46747 9951 44355.27 6.85 0.007
2012 46863 10351 52936.92 6.31 0.020
2013 42418 9998 53843.47 6.51 0.012
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Anexo 5. Curvas de rarefaccion para cada una de las condiciones
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Anexo 6. NMDS con el ajuste de las propiedades fisicoquimicas

Esta imagen corresponde a la grafica del analisis NMDS basado en la
composicién microbiana a nivel de género representada de otra forma. Cada
muestra se encuentra sefialada por la clave con la que fue etiquetada y como
vectores, se encuentran las propiedades fisicoquimicas que se ajustaron

significativamente.
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Anexo 7. Heatmap con los grupos microbianos a nivel de género en condiciones de secas/rizosfera,
secas/interespacio, lluvias/rizosfera y lluvias/interespacio
Este heatmap fue construido a partir de los géneros que se seleccionaron y se analizé la agrupacion de muestras
tomando en cuenta todas las condiciones por separado (secas/rizésfera, secas/interespacio, lluvias/rizésfera y

lluvias/interespacio). Se puede observar que existe un agrupamiento de las muestras correspondientes al interespacio en
época de lluvias y que Rubrobacter (subrayado en rojo) es el género mas abundante.
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Anexo 8. Correlograma entre propiedades fisicoquimicas vs microorganismos a hivel de género

Consiste en un gréfico de correlacion de Spearman. En escala de color, el azul indica un valor de p positivo y el rojo un valor

negativo, entre mas oscuro el color indica valor cercano a 1 o -1 segun corresponda. Las “U” al final del nombre del género indican a

cuantos niveles taxonémicos anteriores no se encuentra clasificado. Encuadrados en rojo los grupos que no presentaron correlacion

significativa con ninguna propiedad. Las “X” sobre los circulos indican una correlacién significativa. Los corchetes, flechas y numeros,

indican a phyla pertenecen esos géneros: 1. Acidobacteria, 2. Actinobacteria, 3. Armatimonadetes, 4.Bacteroidetes, 5. Chloroflexi, 6.

Cyanobacteria, 7. Firmicutes, 8. Gemmatimonadetes, 9. Nitrospirae, 10. Planctomycetes, 11. Proteobacteria y 12. Saccharibacteria.
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